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Introduction 
L’amélioration des conditions de vie, qui a permis d'accroitre la longévité des êtres 
humains, a mis en exergue l’apparition de pathologies liées au vieillissement encore jusque-là 
mal connues. La détermination et la compréhension des mécanismes intervenants dans ces 
nouvelles maladies constituent de fait un enjeu majeur tant d'un point de vue sociétal que 
scientifique. Cette thèse participe à l'étude des mécanismes intervenant dans les maladies 
conformationnelles et plus particulièrement la maladie d’Alzheimer. Ces pathologies résultent 
d'anomalies structurelles impliquant des protéines. Dans le cas de la maladie d'Alzheimer, 
c'est principalement la polymérisation des protéines tau et des peptides bêta-Amyloïde (Aβ42) 
qui influent sur l'évolution de la maladie. La compréhension de ces mécanismes pour un 
diagnostic de ce type de pathologie est étroitement liée à la mise en œuvre de dispositifs de 
contrôle performants assurant un suivi in situ, ex-vivo et in vivo de l'auto-assemblage des 
protéines concernées.  
Bien qu’une multitude de techniques expérimentales existent pour la détection 
d’éléments biologiques à des fins de diagnostic, elles ne permettent pas une caractérisation 
complète des grandeurs mises en jeu en raison de la complexité de leurs mécanismes 
d'évolution. Dans bien des cas, seules des informations sur la présence (ou non) des molécules 
cibles sont investiguées. Pourtant, en vue d'une dét ction précoce de la maladie voire d'un 
suivi de son évolution, ces systèmes biocompatibles doivent être sensibles aux interactions de 
ces analytes avec leur environnement à l'échelle macro oléculaire. Compte tenu des 
grandeurs physiques prédominantes à cette échelle, le développement d’un outil de détection 
permettant la détermination des propriétés mécaniques et électriques peut être pertinent. 
L’intérêt d’une telle technologie multimodale aurait l'avantage de diagnostiquer de façon 
précoce l’apparition des premiers signes distinctifs de la pathologie. 
Pour y parvenir, un savoir-faire pluridisciplinaire propre à l'instrumentation est 
nécessaire. La mise au point d'un tel instrument s'appuie donc sur l'antériorité du laboratoire 
dans la mise au point de systèmes micro-rhéologiques à ondes ultrasonores pour 
l'investigation des matériaux complexes. Ce travail est donc consacré à l'étude d’un système 
instrumental permettant la détection de la protéine tau et du peptide Aβ intervenant dans la 
maladie d’Alzheimer. Le biocapteur mis au point à cet effet repose sur le suivi micro-
rhéologique par ondes ultrasonores hautes fréquences (autour de quelque MHz) de fluides 
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complexes dans lesquels sont présents les éléments pathogènes tels que le sang ou encore le 
liquide céphalo-rachidien. Ce capteur est un résonateur piézoélectrique à ondes de volume de 
cisaillement dont les propriétés de résonance intrinsèques vont varier en fonction des 
propriétés mécaniques et électriques du fluide en conta t. Une mesure par impédancemétrie 
du couple capteur/matériau investigué, associée à un modèle original de résolution du 
problème inverse des interactions ondes/fluide, permettent d’extraire les propriétés 
mécaniques dynamiques du fluide à l'échelle mésoscopique (de quelques dizaines de 
nanomètres à quelques micromètre). Le suivi du module de cisaillement complexe 
représentatif de l'élasticité dynamique G’ et de la viscosité dynamique apparente du fluide, G’’ 
vise ainsi à suivre les modifications structurelles dues au processus de polymérisation des 
protéines tau et Aβ.  
Cette thèse s’articule donc autour de trois parties d stinctes. Compte tenu des propriétés 
intrinsèques complexes des milieux investigués, les contraintes et évolutions structurelles 
liées à la maladie d'Alzheimer sont dans une première partie introduites. Un état de l’art des 
capteurs permettant de suivre plus particulièrement l  processus de polymérisation de 
protéines est ensuite présenté. Le principe de mesure t la méthode permettant l’extraction des 
paramètres viscoélastiques des fluides complexes à caractériser seront explicités. Cette 
première partie permet in fine de justifier les contours de notre étude, en particulier les 
innovations instrumentales visées tant par le capteur développé que les grandeurs d'influence 
visées.  
Le deuxième chapitre est donc consacré au développement et à l’optimisation de 
capteurs spécifiques mono-électrode et multi-électrodes. En effet, outre une forte sensibilité 
du capteur, une sélectivité des espèces biologiques pertinentes est nécessaire compte tenu du 
milieu complexe investigué. Ce chapitre détaillera plus particulièrement, les différentes étapes 
de développement du nouveau système de la conception à la caractérisation des propriétés 
mécaniques et électriques des transducteurs réalisés. Ce chapitre présentera enfin les travaux 
effectués concernant le développement d’un capteur multi-électrodes qui doit permettre à 
terme la détection simultanée des différents analytes biologiques. 
Le dernier chapitre démontera, par une étude in-vitro utilisant un nouveau capteur 
ultrasonore à une électrode, la capacité de notre système micro-rhéologique à suivre la 
polymérisation de protéines. Outre l’extraction des paramètres viscoélastiques pour 
différentes concentrations de solutions protéiques, le uivi des états conformationnels au cours 
de la polymérisation des protéines sera effectué. Une étude préliminaire du capteur à multi-
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électrodes permettra de tracer les perspectives de cette première étude concluante. 
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I.1 Introduction 
Décrites pour la première fois en 1907 par le Docteur Alois Alzheimer [1], les pertes de 
mémoires, les démences, ainsi que la perte d'autonomie sont dès lors considérées comme la 
conséquence d'une pathologie de dégénérescence neurofibrillaire et non plus comme une 
fatalité du vieillissement normal de l'organisme humain. Le Docteur Alzheimer base ses 
observations après l’analyse de coupes histologiques mettant en avant la présence de plaques 
séniles à la surface des neurones et d’amas de plaques dans les neurones. Cette 
neuropathologie (voir Figure I-1) se caractérise alors par des modifications structurelles du 
cerveau observables à l’œil nu ou au microscope après l’analyse de coupes histologiques post-
mortem.  
.  
Figure I-1. Coupe de la partie supérieure du Cortex, mettant en avant la présence de plaques (en noir)dans le 
cortex cérébral (en gris) [1]. 
Bien que l’origine de la maladie reste difficilement établie, certains critères ont été 
identifiés comme étant des facteurs à risque au déclenchement de la maladie d’Alzheimer. Le 
principal facteur à risque est l’âge. Les personnes de 65 ans ont de nos jours 1 chance sur 20 
de développer la maladie, au-delà de 85 ans la probabilité de développer la pathologie passe à 
1 sur 4 [2]. L’état cardiovasculaire du patient est également un point important [3]. Ainsi, 
l’hypertension artérielle [4], l’hypercholestérolémie et l’obésité sont des facteurs aggravant. 
Le diabète de type 2 est aussi un facteur de risque majeur de la maladie d’Alzheimer [5]. Un 
patient atteint de la maladie d’Alzheimer a en effet des difficultés d’assimilation du glucose, 
et présente souvent les symptômes d’une personne diabétique. Enfin, les antécédents 
familiaux, les gènes spécifiques des éléments biologiques pathogènes de la maladie 
d’Alzheimer [6] et l’état socio-professionnel (niveau d’étude et niveau social) sont des 
facteurs de risque. 
Compte tenu du manque de traitement efficace et de l'allongement de la durée de vie des 
personnes, cette maladie attire aujourd'hui toutes les attentions. Outre l'enjeu économique, 
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l'impact sociétal lié à la compréhension scientifique et médicale et de diagnostic précoce de 
cette maladie est majeur. Si l'on se réfère à une étude menée en 2011, le nombre de personnes 
atteintes par la maladie d’Alzheimer en France s’élevait à 900 000, avec 225 000 nouveaux 
malades diagnostiqués par an, soit environ un nouveau cas toutes les trois minutes. En France, 
la maladie d’Alzheimer représente moins de 2 % des personnes de moins de 65 ans, entre 2 et 
4 % des personnes de plus de 65 ans, et le pourcentage de personnes touchées passe à 15 % à 
partir de 80 ans. Une légère disparité est cependant observée entre les hommes et les femmes, 
avec respectivement 40 et 60 % de malades déclarés, les femmes ayant une espérance de vie 
supérieure de 10 ans par rapport à celle des hommes [7]. Avec un taux de survie moyen de 
8,5 ans à partir de l’annonce du diagnostic cette maladie est devenue la quatrième cause de 
mortalité en France derrière les tumeurs, les maladies cardiovasculaires et les accidents [8], et 
près de 25 millions de personnes touchées dans le monde. De plus ces chiffres devraient 
quadrupler d’ici à 2020, du fait de l’amélioration des conditions de vie et des techniques de 
soin, permettant à la population de vivre plus longtemps.  
Cependant, grâce aux progrès des outils de diagnostic, il est possible de détecter de façon 
plus précise et de manière plus précoce la pathologie. Les récentes avancées dans le domaine 
du diagnostic ont permis par exemple de mettre en évidence et de caractériser les lésions à 
l’origine de la maladie d’Alzheimer à différentes échelles d’observations. 
D’un point de vue macroscopique, il a été montré que le volume et le poids du cerveau 
diminue, de façon hétérogène, au cours de la maladie. Ces réductions de poids et de volume, 
visibles à la Figure I-2, sont cependant bien localisées et concentrées au niveau de 
l’hippocampe, de l’amygdale temporale et du lobe temporal [9]. 
 
Figure I-2. Coupe histologique du cerveau. A gauche erveau sain, à droite, cerveau atteint par la maladie 
d’Alzheimer [Alzheimer’s Association]. 
Au niveau microscopique, le développement des techniques de caractérisation a non 
seulement permis de visualiser les structures fibrillaires saines (les axones) mais également 
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les structures fibrillaires anormales (lésions neurofib illaires) à l’origine de la maladie 
d’Alzheimer[10], [11]. Ces techniques mettent en évidence la présence de différents types de 
lésions [12]. Des lésions dites positives qui se caractérisent par l'existence de plaques séniles 
entrainant des dégénerescences neurofibrillaires. C plaques séniles sont caractérisées par 
l’accumulation extracellulaire ou l’aggrégation et l' nchevêtrement de protéines tau et peptide 
bêta-amyloïde Aβ, comme le montre la Figure I-3.  
 
Figure I-3. A gauche, accumulation extracellulaire du peptide Aβ. A droite, dégénérescence neurofibrillaire 
issue de la protéine tau. 
Ces effets entrainent par ailleurs des lésions dites négatives (conséquences directes des 
lésions positives) qui se traduisent par la perte des neurones et des liaisons synaptiques. 
L’enjeu de détection précoce et de compréhension de ces phénomènes biologiques réside alors 
dans le suivi non destructif de polymérisation de ces deux protéines. 
Actuellement, le diagnostic « préclinique », c’est-à-dire sans symptôme, n’est possible 
que pour les formes génétiques héréditaires (1 % des cas). Afin de diagnostiquer la maladie 
d’Alzheimer, des critères de normes comportementales existent pour l’évaluation de l’état du 
patient et sont présentés en Annexe A. Mais aucun outil permettant de donner des indicateurs 
quantitatifs n’existe aujourd’hui. Les maladies conformationnelles dont la maladie 
d’Alzheimer sont étroitement liées au phénomène de la polymérisation de protéines. La 
compréhension de ces agrégations de protéines et lapossibilité d’évaluer les stades de 
polymérisation ouvrirait des perspectives en termes de prédiction, de diagnostic et de thérapie. 
Ces travaux s’inscrivent dans cet objectif et focalisent l’étude sur la polymérisation de deux 
protéines liées à la maladie d’Alzheimer, la protéine tau et le peptide Aß. 
Dans la suite de ce chapitre, le contexte concernant les protéines et la matière molle à la 
base de la pathologie sera tout d’abord présenté. Un état de l’art sur les techniques actuelles 
permettant la détection d’espèces biologiques sera ensuite présenté. Enfin, le principe de la 
technique de détection par micro-rhéologie, que nous avons privilégiée, sera détaillé. Les 
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capteurs à ultrasons utilisés basés sur un mode de résonance TSM (Thickness Shear Modulus), 
feront l’objet d’une description de leur mode de fonctionnement, de leurs utilisations et du 
principe d’extraction des paramètres viscoélastiques des solutions cibles. 
I.2 Mécanisme initial des maladies conformationnelles 
La conformation spatiale des protéines dépend des sites de liaison disponibles et de leur 
positionnement spatial. Ceux-ci peuvent changer sans que leur composition biochimique 
varie. On sait aujourd'hui que ce phénomène de modification des protéines en particulier par 
des lipides est une voie importante du contrôle de l'activité cellulaire. Ce changement s'opère 
alors par un phénomène de transconformation post-traductionnelle (modification des rapports 
de voisinage des acides aminés d’une protéine, par fix tion ou départ d’un ion ou d’un 
substrat). L'activité biologique de ces protéines modifiées dépend alors des espèces réactives 
et métaux fixés et des sites de fixation. Bien que l'ensemble des mécanismes ne soient pas 
totalement connus, il apparaît de manière schématique qu'une grande concentration de ces 
protéines conduit, dans un premiers temps, à la formation d’oligomères par agrégation de ces 
peptides. L'agrégation en chaine de ces oligomères peut être à l’origine de la propagation de 
la nouvelle conformation d’une molécule modifiée à sa voisine impliquant des plaques 
caractéristiques présentes dans le cerveau de patients malades [13].  
Par exemple les peptides Aßont tendance à s'agréger sous forme de fibrilles pour ensuite 
former les plaques amyloïdes avec l'aide d’autres éléments environnants (métaux, autres 
protéines, ...) [14], [15]. Les propriétés d'hydroph bie dues à leur taille réduite précipitent le 
phénomène de polymérisation qui dépend également de la t mpérature, du pH et de la 
présence d'ions, ainsi que de la concentration en peptides. L'organisation structurelle des 
oligomères créés est d'ailleurs assez ordonnée et dépen  de la proportion en structure 
secondaire de feuillets ß. Ces structures en feuillet interagissent par la suite pour s'associer en 
fibrilles torsadées ou elliptiques suivant les intermédiaires en jeu [16]. Ce type de 
structuration a été d'ailleurs visualisé en 3D par micro-imagerie cryo-électronique et 
reconstitué numériquement à partir de mesures RMN [17]. La Figure I-4 ci-après montre la 
structure 3D reconstituée d'une fibrille. 
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Figure I-4 : Structure 3D d'une fibrille. (A et B) Diagrammes en forme de ruban de la structure de noyau des 
résidus 17 à 42 illustrant la nature intermoléculaire des interactions inter-voies. Les molécules individuelles 
sont colorées. Par exemple, le monomère à l'extrémié impaire est représenté en cyan. Les chaînes sont 
indiquées par des flèches, la structure secondaire non régulière est indiquée par des lignes. Dans B, les liaisons 
intermoléculaires entre résidus (ici D23 et K28) sont indiquées par des lignes en pointillés, et les liaisons 
formées par la molécule centrale sont mises en évidence par des rectangles. (C) la polarité de surface de contact 
de van der Waals et le diagramme de ruban à l'extrémi é impaire du protofilament comprenant les résidu 17-
42. Les feuillets sont indiqués par des flèches cyan et la structure secondaire non régulière est indiquée par des 
lignes grises. Les chaînes latérales d'acide aminé hydrophobes, polaires, chargées négativement et positivement 
sont représentées respectivement en jaune, vert, rouge et bleu. Les plaques superficielles positivement et 
négativement chargées sont représentées respectivement en bleu et rouge, et toutes les autres sont représ ntées 
en blanc. (D) Simulation supérieure d'une fibrine constituée de quatre protofilaments colorés individuellement 
avec une résolution de 2 nm. Pour faire correspondre la torsion expérimentale du protofilament de la fibrille 
montrée dans E, un angle de torsion de 0,45 ° par molécule a été simulé. (E) Deux exemples de micro-imagerie 
cryo-électronique de fibrilles (Barre d'échelle, 50nm) [18]. 
I.3 Matière molle et techniques de caractérisation associées 
Du fait de la structure des protéines dans leur milieu biologique, les milieux protéinés 
font partie des systèmes de la matière molle. La physique de la matière molle est un 
intermédiaire entre la physique des liquides et la physique des solides. Multiphasiques, leurs 
comportements peuvent répondre au cours de leur polymérisation aux lois de la physique des 
liquides mais également à la physique des solides [19]. Ce qui caractérise la matière molle, 
appelée aussi matériau complexe ou fluide complexe, est la capacité de cette dernière à se 
déformer sous un faible cisaillement puis à revenir à son état d'équilibre (caractère élastique 
de la matière).  
L’organisation structurale des fluides complexes dépend des énergies d’interaction entre 
les objets élémentaires. Ces énergies d’interaction (interactions de Van der Waals, liaisons H, 
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etc.) sont étroitement liées à l’énergie thermique à température ambiante [20]. Les effets 
enthalpiques, définissant la quantité de chaleur pour effectuer une transformation d’un 
système à pression constante tout au long d’un travail mécanique, sont proches des effets 
entropiques, qui définissent le degré de désordre moléculaire. De ce fait, ces systèmes 
complexes observent des modifications de structure sous l’effet de faibles variations 
environnementales (température, pression, concentration, pH, etc.) ou sous l’effet de faibles 
sollicitations extérieures (contraintes mécaniques, champ électrique, champ magnétique, etc.). 
Elle peut se trouver sous forme de suspensions colloïdales (incluant des cristaux liquides ou 
encore de fibres biologiques), de polymères incluant des brins d’ADN ou les fibres protéiques 
et des biofilms [21]. 
 
 
Figure I-5. Microstructures des matériaux complexes d  la famille des matières molles. A - Fibres amyloïdes ; B 
- Mousse élastomère; C - Gel colloïdal; D - Emulsion d'huile dans de l'eau. 
La compréhension des mécanismes intervenant dans les maladies conformationnelles 
telle que la maladie d’Alzheimer et leur diagnostic peuvent donc être reliés à des informations 
de structure à différentes échelles.  
Pour une caractérisation morphologique, des techniques d’imagerie et de spectroscopie 
pour quantifier la matière molle sont généralement utilisées. Ainsi, les techniques de RMN 
(résonance magnétique nucléaire), de microscopie optique, infrarouge et acoustique ou de 
dispersion sont utilisées pour suivre l’évolution des propriétés structurales de la matière molle 
[22][23][24]. Ces techniques donnent accès à des informations structurales pendant les essais 
de caractérisation des matériaux. Les techniques de microscopie permettent de visualiser la 
structure dans le cas d’un matériau possédant deux phases non miscibles. Les techniques de 
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diffusion donnent des informations structurales à partir de l’existence d’un contraste entre des 
particules diffusantes et le milieu test. Elles perm ttent de mettre en avant des changements 
structuraux de façon temporelle du matériau lors de l’écoulement. 
La détermination des dimensions structurelles peut être effectuée également en utilisant 
les techniques de diffraction des rayons X ou Neutron aux petits et grands angles (SAX, SAN) 
[25][26]. 
La matière molle peut enfin être caractérisée par l’étude plus macroscopique de la 
déformation et de l’écoulement d’un fluide sous l’effet d’une contrainte : c’est la rhéologie. 
Le suivi des paramètres viscoélastiques donnant des caractéristiques précises sur l’état de la 
matière molle au cours de la polymérisation est alors visé. Des technologies de rhéologie 
conventionnelles haute amplitude et basse fréquence, comme les viscosimètres capillaires, 
rhéomètre à cellule de Couette, ou les rhéomètres rotatifs à interface plan-plan ou cône-plan 
sont alors privilégiées [27].  
Le laboratoire a développé depuis plus d'une quinzaine d'années une technique de micro-
rhéologie qui permet d'accéder à ces informations à l'échelle microscopique [28]–[30]. La 
transduction privilégiée pour le suivi des propriétés viscoélastiques de matériaux complexes 
est basée sur la propagation d’ondes de volume. Ce sont alors de petites amplitudes de 
contrainte et de déformation sinusoïdales à hautes fréquences, qui sont adaptées aux 
matériaux viscoélastiques entre solide et liquide. La technique s'appuie sur l'utilisation d'un 
capteur à ondes de cisaillement TSM résonant à une fréquence autour de quelques mégahertz 
et utilisé en émission/réception. Bien que le capteur TSM soit moins sensible que les 
résonateurs à ondes de surface SAW, il garantit une stabilité en fréquence et en température 
très importante. Sa simplicité de mise en œuvre le nd également très attractif par rapport aux 
techniques optiques malgré leurs grandes résolutions et le large spectre d'investigations 
possibles. 
I.4 Systèmes instrumentaux associés à la détection de la 
maladie d’Alzheimer et au suivi de polymérisation de 
protéines 
Si à l’heure actuelle, les coupes post-mortem [31] restent la technique la plus fiable pour 
l’établissement du diagnostic de la maladie d’Alzheimer, toutefois cette technique ne rentre 
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pas évidemment dans la course au diagnostic précoce. D’autres méthodes existent cependant 
pour mettre en avant la présence des marqueurs spécifiques et le suivi de la polymérisation 
des éléments pathogènes à l’origine de la maladie d’Alzheimer. 
I.4.1 Détection de la maladie d’Alzheimer 
Les coupes du cerveau humain sont effectuées pour mett e en avant la présence des 
tissus insolubles ou d’atrophie des zones du cerveau touché par la pathologie. La présence de 
la maladie peut également être mise en évidence par des analyses biologiques du liquide 
céphalo-rachidien. La principale technique de détection est le test ELISA (Enzyme Linked 
ImmunoSorbent Assay) qui est une méthode immuno-enzymatique qui se base sur la 
visualisation d’une réaction antigène-anticorps, grâce à un agent coloré, produite par l’action 
sur un substrat d’une enzyme préalablement fixée à l’anticorps [32][33][34]. 
Trois tests sont assimilables à l’ELISA, l’ELISA direct, l’ELISA par compétition et 
l’ELISA en sandwich et sont présentés à la Figure I-6. La troisième technique est la plus 
utilisée pour la détection et le dosage d’antigène présent dans un fluide complexe ou dans un 
échantillon biologique. Pour cela, la plaque d’essai e t recouverte par un anticorps de capture, 
qui se lie de façon spécifique à l’antigène d’étude quand celui-ci sera injecté dans les plaques 
d’essai. Une fois la liaison entre l’antigène et l’anticorps de capture effectuée, un anticorps de 
détection marqué avec une enzyme est fixé à l’antigè e. Enfin une solution révélatrice est 
déposée et une réaction colorée est observée. L’intensité et les variations de la coloration 
peuvent être mesurées par l’utilisation d’un photomètre. 
 
Figure I-6. Schématisation des techniques de dosage immuno-enzymatique ELISA [35]. 
Cependant, ces tests ELISA sont aujourd’hui peu fiables en terme de reproductibilité 
[36], et demeurent une technique très couteuse (un kit de 96 puits vaut entre 500 et 900 €). De 
plus, elle est difficile à mettre en place, avec une forte dépendance par rapport à la 
température, au pH ou encore à l’éclairement, et ce, à cause de la réaction enzymatique en jeu. 
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L’ ELISA et les coupes post-mortem représentent donc les deux principales possibilités en 
termes d’analyse en ce qui concerne la maladie d’Alzheimer. D’autres méthodes existent pour 
la détection et le suivi de polymérisation d’espèces biologiques variées, elles sont basées sur 
différents systèmes de transductions et sont présent es dans le paragraphe suivant. 
I.4.2 Suivi de polymérisation 
En ce qui concerne la détection d’espèces biologiques et notamment le suivi de 
polymérisation, quatre types principaux de transducteurs existent : optique, thermique, 
électrochimique et piézoélectrique. 
• Les transducteurs optiques  
Les transducteurs optiques se basent sur la génération d’un signal optique à partir du 
signal biologique d’origine. La majorité des capteurs optiques utilise des techniques 
d’absorption et de fluorescence. Les principales techniques expérimentales, qui sont utilisées 
pour la détection d’espèces biologiques sont l’interférométrie (mesure de la différence de 
parcours optiques entre deux faisceaux lumineux par des franges d’interférences), la 
résonance plasmon de surface [37]–[39] (mesure de la variation de l’indice de réfraction au 
voisinage de l’interface ligand/récepteur à la surface d’une couche métallique) et 
l’éllipsométrie [40], [41] (mesure des propriétés optiques de matériaux et d’épaisseur de 
couches minces par la détermination de la modification de l’état de polarisation d’une onde 
lumineuse après réflexion sur l’échantillon). Il a été montré qu’il était possible de suivre 
l’agrégation du peptide Aβ42 (constituée de 42 acides aminés) par SPR (surface plasmon 
resonance) [42]. La Figure I-7 présente le système expérimental utilisé dans l’étude du suivi 
de l’agrégation d’Aβ42. Le SPR permet la détection d’interactions biomoléculaires. Le 
principe de mesure repose sur la spectroscopie des plasmons de surface : une source 
polychromatique excite deux milieux d'indices de réfraction différents. Dans les conditions de 
réflexion totale, l'angle de résonance est étroitement lié à la densité du milieu. Les 
changements dans la densité changent directement l'indice de réfraction du milieu du champ 
évanescent qui fait varier à son tour l'angle de résonance. La réponse est proportionnelle à la 
masse des molécules qui se lient au ligand immobilisé sur la surface du biocapteur. Afin de 
suivre l’agrégation de la protéine, une surface recouverte d’or a été au préalablement 
fonctionnalisée avec des greffages de fragments d’Aβ42. Lors de l’injection de solutions 
protéiques, des agrégats se forment, modifiant les angles du faisceau incident et du faisceau 
réfléchi. 
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Figure I-7. Schéma de principe du suivi de l'agrégation du peptide Aβ42 par SPR grâce à une surface 
fonctionnalisée de dextrane [43]. 
La Figure I-8 présente les résultats obtenus pour le suivi de l’agrégation des protéines. 
Dans un premier temps, les signaux sont identiques pour l’échantillon test et celui de 
référence. A partir d’une heure de traitement, la surface est rincée pour laisser place à 
l’injection d’une solution de peptide Aβ42. Deux tendances sont ainsi observées. Dans le cas 
de la surface de contrôle, nous ne remarquons pas d’évolution du signal. Cependant, pour la 
surface d’or fonctionnalisée, l’angle de réfraction augmente au cours du temps. Cela 
s’explique par un changement de densité à la surface dû à l’agrégation des protéines 
contenues en suspension dans la solution injectée. Au bout de 12 h, l’expérience est arrêtée et 
la surface est rincée. Une dernière mesure est réalisée sur le banc avec les systèmes rincés, 
une différence est observée entre le système fonctionnalisé et le système de contrôle, où dans 
le premier cas, un signal de plus forte intensité est observé conséquence de la 
fonctionnalisation de la surface.  
Malgré les nombreux avantages de la transduction par SPR, des limitations doivent être 
prises en compte : (i) la surface du transducteur ne peut qu’être un métal noble (l’or par 
exemple), (ii) la complexité de la physique de la résonance plasmonique de surface, (iii) la 
distance optique utilisable pour les analyses se limite à 300-500 nm pour une sensibilité du 
signal acceptable et limite l’étude à des molécules ou à des entités inférieures à 10-20 µm, (iv) 
le cout d’un tel système (50 k€). 
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Figure I-8. Variation de l’angle de réfraction obtenu lors du suivi de polymérisation, en gris suivi san  
fonctionnalisation de surface, en noir, suivi avec surface fonctionnalisée. Corrélation par des micrographies 
AFM. 
• Les transducteurs thermiques  
Les transducteurs thermiques, qui sont principalement des thermorésistances ou 
thermocouples, mesurent une variation de température à partir d’une variation d’enthalpie 
(énergie) et d’une capacité thermique massique, lors de réaction exo ou endothermique d’une 
réaction enzymatique [44]. L’inconvénient majeur de cette technique réside dans la forte 
présence de bruit de fond lors des mesures et qui sont dues aux variations thermiques du 
milieu, ce qui rend cette technique difficile à mettre en place, et par conséquence onéreuse. 
L’avantage réside dans sa bonne adaptation pour la réalisation de mesures en continu et à sa 
faible sensibilité à la lumière. La Figure I-9 schématise le montage expérimental d’un 
biocapteur thermique, dans lequel se trouve une enzyme au sein d’un réacteur. L’échantillon à 
caractériser est injecté dans le système avec une pompe et grâce à la variation de température 
engendrée par la réaction enzymatique, il sera possible de caractériser l’analyte. 
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Figure I-9. Schéma de principe d'un biocapteur thermique [44]. 
 
• Les transducteurs électrochimiques  
Les transducteurs électrochimiques se basent sur la génération d’une réaction d’oxydo-
réduction ou d’une modification de conductivité électrique lors d’une modification du signal 
électrique pendant le dépôt d’une solution test à la surface du capteur. Ils sont composés de 
trois électrodes, l’électrode de travail, l’électrode de référence et la contre-électrode. A partir 
de ces trois électrodes, différentes mesures peuvent être effectuées, permettant de classer les 
transducteurs électrochimiques suivant leur mode de fonctionnement. Ainsi, les capteurs 
potentiométriques se basent sur la mesure d’une variation de tension à courant constant et les 
capteurs ampérométriques, mesurent une variation de courant à un potentiel fixé. Quant aux 
capteurs impédancemétriques, ils mesurent des variations de conductivité ou de capacité entre 
deux électrodes. En effet, l’impédance de surface est modifiée lorsque l’espèce à détecter est 
piégée dans la couche sensible où la conductivité varie suivant la teneur en ions de la solution. 
Ce type de transducteur est très largement utilisé en tant que biocapteurs du fait de la facilité 
de fonctionnement et de mise en application, cependant es travaux de modification de 
surface sont nécessaires afin d’augmenter leur sélectivité [45]–[48]. 
• Les transducteurs piézoélectriques  
Les transducteurs piézoélectriques permettent de générer une déformation mécanique par 
application d’un potentiel aux bornes de l’élément piézoélectrique. Ainsi, différents capteurs 
ont été développés : 
- Les micropoutres, ou microcantilevers [49], [50]. Les transformations chimiques sont 
mesurées par la déformation mécanique nanométrique de micropoutres. Dès 
l’adsorption de l’espèce à caractériser sur la micropoutre, cette dernière va fléchir et 
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va voir sa fréquence de résonance varier. Ainsi par mesure de la flexion et de la 
variation de fréquence, il devient possible de quantifier et de caractériser l’analyte. 
Malgré un seuil de détection très bas, l’utilisation en milieu liquide est limitée du fait 
de l’affection du facteur de qualité et de la qualité et de la précision du signal mesuré 
lors des essais de détection. La Figure I-10 illustre un essai de détection d’agrégats 
amyloïde qui utilise des micropoutres dont la surface est fonctionnalisée puis mise en 
contact avec des protéines amyloïdes. La courbe bleue représente la contrainte 
mécanique établie par la croissance des fibres amyloïdes. La réaction s’arrête à partir 
de 10 heures puis le signal se stabilise, correspondant à la fin de la croissance des 
éléments amyloïdes. Le signal en vert correspond au signal de référence, capteur dont 
la surface n’a pas été fonctionnalisée, il n’évolue pas avec l’injection des éléments 
amyloïdes. 
 
Figure I-10. Détection avec des micropoutres d’agrégats amyloïdes à partir de solutions d’insuline d’origine 
[50]. 
- Les capteurs à ondes acoustiques de surface (SAW) ou capteur à ondes de Rayleigh 
[51]–[53]. Des électrodes interdigitées déposées de façon coplanaire sur le substrat 
piézoélectrique vont permettre la propagation d’une onde acoustique de surface au 
travers d’une couche sensible. Ce type de capteur est caractérisé par sa stabilité et sa 
précision, cependant, l’inconvénient majeur de ce type de capteur est l’impossibilité 
de leur utilisation en milieu liquide. L’onde de Rayleigh est une onde dont la 
polarisation comporte une composante transverse verticale qui rayonne en présence de 
liquide. La Figure I-11 schématise dans la partie de gauche le principe du système. Il 
se compose d’un substrat piézoélectrique sur lequel sont déposées des électrodes en 
peignes interdigités (IDT1 et IDT2). La surface du capteur est fonctionnalisée avec 
une couche d’aminodextrane carboxylé. La courbe (1) est la réponse fréquentielle de 
  Chapitre I : page 35 
l’injection d’une solution contenant des protéines sensibles à la couche d’accroche sur 
le résonateur SAW. La courbe (2) correspond à l’injection d’une solution de référence 
sans protéine sur le système. 
 
Figure I-11, Utilisation de capteur à ondes acoustiques de surface pour la détection d'espèces biologiques. A 
gauche, un schéma de principe d’un capteur SAW est pré enté. A droite, suivi de la variation de fréquenc  lors 
de l’accroche de protéines à la surface du résonateur SAW fonctionnalisé par une couche d’aminodextrane [54]. 
Pour remédier au problème d’utilisation de ce type de capteur en milieu liquide, il est 
possible d’utiliser des capteurs dont les ondes générées ne comportent pas de composante 
verticale. Il s’agit des capteurs à ondes dites transverses horizontales (TH ou SH pour Shear 
Horizontal). Il existe trois types de capteurs utilisant ce type d’onde, à savoir, les capteurs à 
ondes de Bleustein - Gulayev, les capteurs à ondes de plaque transverses horizontales et les 
capteurs à ondes de Love. 
- Les capteurs à ondes transverses horizontales où les ondes se propagent par réflexion 
dans le substrat. L’énergie de l’onde est donc répartie sur tout le volume du substrat, ce 
qui aura pour effet de limiter la sensibilité. Pour remédier à ce problème, il est possible 
de réduire l’épaisseur du substrat de quartz, ce qui entraine des complications de mise 
en œuvre et des limitations dans les techniques de fabrication. La Figure I-12 présente 
l’exemple d’un système basé sur les ondes transverses horizontales permettant la 
détection de brins d’ADN et le suivi des variations de fréquences (de l’ordre de 500 Hz) 
lors de l’agrégation. 
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Figure I-12. Capteurs à ondes transverses horizontales. A gauche, schéma de principe d’un capteur SH-SAW 
servant à la détection de l’hybridation de brins d’ADN sur une surface d’or métallisée. A droite, suivi 
fréquentiel du capteur à 5 ajouts (A, B, C, D, E) de brins d’ADN [55].  
- Les capteurs à ondes guidées ou capteur à ondes de Love. Cette technique repose sur 
l’ajout d’une couche guidante à la surface d’un capteur SAW et dans laquelle les ondes 
se propagent, et seront perturbées par l’ajout d’une couche sensible. L’intérêt de ce 
genre de capteurs réside dans la possibilité de contrôler l’épaisseur de la couche 
guidante. Les ondes peuvent ainsi être confinées dans un volume de faible épaisseur, 
ce qui augmente la sensibilité des capteurs. La Figure I-13 présente les variations du 
paramètre S21 lors du dépôt sur la couche sensible de différentes solutions de D-sérines 
représentatives d’une polymérisation. 
 
Figure I-13. A gauche, schéma de principe du capteur à ondes de Love. A droite, suivi du coefficient S21 à la 
fréquence de résonance, en fonction du temps et de la concentration en D-sérine.[56]. 
- Les capteurs à ondes de plaque, ou capteur à ondes de Lamb [53]. Dans ce type de 
capteur, l’onde générée par des peignes interdigités à la surface d’un élément 
piézoélectrique, va se propager dans son volume, permettant l’utilisation de ce type de 
transducteur pour la détection en milieu liquide mais rendant la sensibilité dépendante de 
l’épaisseur du substrat piézoélectrique. La faible épaisseur de l’élément piézoélectrique 
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rend ce système très complexe à fabriquer mais également très peu robuste dans le temps 
[57]. 
- Les capteurs à ondes acoustiques de volume (ou Bulk Acoustic Wave, pour BAW) [53], 
[58], [59], et dont la technique consiste à faire vibrer un élément piézoélectrique en 
appliquant un champ électrique alternatif aux bornes des électrodes disposées de 
chaque côté. Ils présentent un avantage majeur en termes de robustesse, de stabilité, de 
mise en œuvre ou encore d’utilisation. Ainsi, le champ d’application est large, 
puisqu’il peut être employé à la détection de gaz et de solide. La Figure I-14 montre 
un exemple du suivi de croissance de protéines par le suivi de la fréquence. Lorsque le 
capteur est fonctionnalisé par l’ajout de site de croissance à sa surface, une diminution 
de la fréquence est observée correspondant à l’adhésion de fibres aux sites de 
croissance (courbe bleue). En absence de site de croissance des fibres protéiques, 
aucune modification fréquentielle n’est observée (courbe verte). 
 
Figure I-14, A gauche, schéma de principe d’un capteur à ondes de volume pour le suivi de polymérisation de 
protéines. A droite, comparaison de la réponse en fréquence du capteur lors de l’injection de protéine à sa 
surface avec un capteur fonctionnalisé (courbe bleue) et un capteur non fonctionnalisé (courbe verte). 
Ces capteurs permettent de suivre la cinétique d’une réaction biochimique. Ils ont 
également l’avantage de fonctionner avec de très faibles courants, ils peuvent dans certains 
cas être miniaturisés. 
Si toutes les techniques présentées ci-dessus permettent le suivi de la polymérisation 
d’analyte complexe, comme des protéines, elles ne permettent pas de quantifier la 
polymérisation par des propriétés mécaniques. Les capteurs à ondes acoustiques de volume 
apportent une solution de suivi des caractéristiques viscoélastiques lorsqu’on mesure au-delà 
de la variation de fréquence le coefficient de réflexion complexe S11. Il faut néanmoins 
prévoir une résolution du problème inverse par traitement du signal dédié. Dans ce cas, 
l'objectif est de caractériser l'évolution structurelle des solutions par le suivi de l’évolution des 
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paramètres élastiques G’ et visqueux G’’ à l'échelle micrométrique. C’est cette méthode qui 
sera utilisée dans cette étude. 
I.5 Rhéologie et grandeurs physiques 
La rhéologie est une science à part entière qui se s tu entre la physique des solides et la 
physique des liquides. Etymologiquement, elle est la science de l’écoulement (rheos = qui 
coule, logie = science de). Pour un fluide Newtonien, c’est-à-dire tout liquide pour lequel le 
module visqueux n’est pas affecté par la variation du taux de cisaillement, la vitesse de 
déformation est proportionnelle à la contrainte. Dans le cas d’un solide, la déformation est 
directement fonction de la contrainte. Dans le cas de  matériaux viscoélastiques, le 
comportement du matériau étudié est une combinaison des deux cas précédemment évoqués. 
Les techniques de rhéologie proposent des outils adaptés à l’étude des propriétés de ce type de 
matériaux. 
D'un point de vue mécanique, un matériau soumis à un ensemble de forces est 
susceptible de se déformer. La déformation du matériau s’effectue par glissement relatif des 
différentes couches, sans qu’il y ait transfert de matière d’une couche à l’autre, c’est le 
mouvement laminaire de cisaillement. Les appareils utilisés sont appelés rhéomètres, et 
permettent ainsi de déterminer les paramètres des matériaux en contact. En imposant une 
contrainte de cisaillement sinusoïdale, la contraine de déformation déphasée est mesurée. Le 
rapport entre la contrainte et la déformation est appelé module complexe de cisaillement et 
noté G* : la partie réelle de G*, G’, est appelée module de conservation ou module élastique, 
la partie imaginaire de G*, G", est quant à elle appelée module de perte ou module visqueux. 
G’ est proportionnel à l’énergie élastique emmagasinée alors que l’énergie dissipée par 
frottement visqueux est proportionnelle à G"’’. L'échelle d'investigation dépend alors de la 
fréquence d'excitation de la contrainte et de la déformation. 
I.6 Echelle d’investigation et micro-rhéologie 
Grâce aux progrès réalisés dans l’utilisation des techniques de résonance magnétique 
nucléaire (RMN), il a été possible d’accéder à des informations plu détaillées sur la structure 
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moléculaire du peptide Aβ [60]–[62] et de la protéine tau [63].  
Dans le cas d’Aβ, Les fibres sont composées généralement de deux protofilaments de 2 à 
5 nm de diamètre qui se torsadent pour former une fibre de 7 à 13 nm d’épaisseur. Les brins β 
dans un feuillet β croisé sont espacés de 4,7 à 4,8 Å et les feuillets β sont espacés de 10 Å. 
Dans le cas de la protéine tau, les échantillons post mortem de tissus cérébraux de patients 
humains étudiés en microscopie électronique montrent que la protéine est constituée 
principalement de deux protofilaments enroulés l’un avec l’autre. La séparation des 
répétitions de l’enroulement est d’environ 75 à 80 nm et avec une épaisseur variant de 10 à 
22 nm et un diamètre pour chaque brin d’environ 10 nm. La structure est semblable à un 
ruban enroulé avec une distance de séparation des brins de 80 nm. Sur la Figure I-15, réalisée 
par microscopie à force atomique (AFM), on peut observer les dimensions des structures 
conformationnelles des protéines pour différentes concentrations. 
 
Figure I-15, Micrographies AFM de l’agrégation de la protéine tau à différentes concentrations, 30 µM, 60 µM, 
120 µM, 240 µM et 480 µM. Micrographies réalisées au LBPA par Claude Nogues. 
Dans ce contexte, de nombreux travaux ont montré que l’évolution macroscopique d’un 
matériau est liée à son évolution mésoscopique. La structure moléculaire doit donc impacter 
les propriétés du milieu aux autres échelles. Par réciprocité une mesure à une échelle 
mésoscopique doit pouvoir fournir de riches informations sur la structure moléculaire. 
Dans le cadre de cette étude, en prenant en compte l’échelle d’investigation du matériau 
étudié (mésoscopique voire microscopique), nous avons choisi une technique ultrasonore 
[29]. Elle utilise les propriétés classiques de la propagation d'une onde acoustique dans un 
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volume composé par deux milieux homogènes de caractéristiques différentes. A la surface de 
la séparation des deux milieux, une partie de l'onde i cidente est réfléchie. Cette réflexion 
dépend des caractéristiques mécaniques et des paramètres influents des deux milieux (masse 
volumique, viscosité, élasticité, température, etc.). L'autre partie est transmise d'un milieu à 
l'autre et dépend également des caractéristiques des deux milieux [64].  
En régime harmonique, ces milieux peuvent être caractérisés par leur impédance 
mécanique (respectivement Za1 et Za2) qui correspond au produit de la masse volumique et de 
la vitesse de phase de l'onde propagée. A l'interfac , on peut alors relier le coefficient de 
réflexion Γ (rapport entre l'onde incidente et l'onde réfléchie) aux impédances mécaniques par 
l'expression (1) : 
  (1) 
Compte tenu de l'aptitude d'un solide ou d’un liquide à propager une onde mécanique, il 
devient alors possible de déterminer l'impédance mécanique d'un matériau quelconque en 
contact avec ce solide à l'aide du coefficient de réflexion. Si les caractéristiques acoustiques 
du solide sont parfaitement connues, la mesure de la réponse à une contrainte nous donne 
alors l'impédance mécanique du matériau en contact e  par voie de conséquence nous informe 
sur l'onde transmise. Dans cette étude, nous avons fait le choix d’utiliser une cavité 
résonnante à très fort coefficient de qualité. L’évolution dans le plan complexe des paramètres 
mécaniques autour de la fréquence de résonnance donne l’i formation sur le milieu en 
fonction de son évolution (en temps, en température pa  exemple).  
L'élément résonant est un résonateur à quartz de coupe AT de forme circulaire et 
métallisé sur ses deux faces. L'angle de coupe (autour de 35°) permet de générer des ondes de 
cisaillement tout en offrant la meilleure stabilité en fréquence (de l’ordre de 10-8) dans une 
gamme de températures de 0 à 50°C. Naturellement comme nous le verrons dans les chapitres 
suivants, ce capteur résonant doit être optimisé et adapté à nos études. Cela concernera 
notamment l’électrode qui permet l’excitation électrique, mais aussi le nombre d’électrodes à 
utiliser. 
Pour mesurer le coefficient de réflexion, nous utilisons un analyseur de réseau. A partir 
de cette mesure, nous pouvons déterminer l’impédance électrique du quartz autour de sa 
fréquence de résonance (autour de 5 ou 6 MHz ou des multiples impairs de cette fréquence de 
résonance, notamment l’harmonique 3). A partir des équations de propagation des ondes 
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acoustiques, d’une part dans le quartz et d’autre part dans le matériau en contact, on peut 
retrouver le lien entre l’impédance électrique de charge Zc et les impédances mécaniques à la 
surface de contact. Cette impédance électrique complexe Zc est reliée à l’évolution des 
propriétés mécaniques du matériau. Ces propriétés sont extraites par un modèle électrique 
développé au laboratoire SATIE [13], selon l’équation (2), et qui est détaillé en Annexe B. 
  ∝ |	∗|  	2    |	∗|  	2  (2) 
Afin d'assurer le suivi, le capteur est immergé dans une cellule contenant le matériau 
étudié. L'ensemble "cellule-capteur" est maintenu à température fixe de façon à minimiser les 
effets indésirables dus à la variation de température. Le principe de mesure est basé sur un 
générateur sinusoïdal de fréquence variable qui fournit 801 points de mesures (c’est à dire 801 
fréquences autour de la fréquence de résonance). Une mesure d'impédance électrique est 
réalisée par réflectométrie, un coupleur directif sépare l’onde incidente de l’onde réfléchie par 
le milieu. Les mesures à intervalle de temps régulier, assurent le suivi de l'impédance 
électrique au cours de la formation du matériau. Un ordinateur permet l’automatisation de la 
mesure et l’enregistrement des données en fonction du temps (Figure I-16). 
 
Figure I-16, Synoptique de la chaine d'instrumentation du microrhéomètre. 
A partir des réponses électriques du capteur à vide puis en charge au cours de l’évolution 
du matériau (Figure I-17), on peut en déduire, en particulier, l'impédance complexe 
Zc = Rc + j Xc. Les parties réelle Rc et imaginaire Xc de l'impédance électrique liée aux effets 
viscoélastiques peuvent donc être isolées pour suivre l'évolution des propriétés 
viscoélastiques du matériau. Compte tenu du très fort coefficient de qualité (Q > 100000), les 
valeurs de l’impédance électrique du capteur sont extrêmement faibles et risquent d’être 
noyées dans le bruit. Il est possible de s’affranchir de ce problème en mesurant l’admittance 
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complexe du capteur pour plus de visibilité. 
 
Figure I-17, Mesures des impédances complexes obtenues à partir de l’analyseur de réseau. En rouge, signal 
mesuré d’un capteur vide. En bleu, impédance complexe atténuée après la charge du capteur. 
Grâce à la prise en compte des effets électriques dans notre modélisation, les valeurs Rc 
et Xc permettent de suivre les premières étapes du matériau en formation. Ces variables 
permettent d’accéder aux modules élastiques (G’) et visqueux (G’’) selon les équations 
suivantes : 
 	  	  2é (3) 
 	"  	 2é (4) 
K est le coefficient de conversion électromécanique et ρmatériau la masse volumique du 
matériau (ou du milieu) en contact avec le quartz.  
La mesure nécessite trois étapes :  
Pour la première étape, le dispositif doit être calibré. Pour ce faire nous procédons à une 
compensation des pertes et du déphasage entre le capteur et l’analyseur de réseaux. Cette 
procédure classique en radiofréquences nécessite d’effectuer trois mesures sans capteur, celui-
ci étant remplacé successivement par circuit ouvert puis par un court-circuit et enfin par une 
charge.  
La seconde étape consiste à réaliser une mesure à vide (pas de milieu réactionnel) avec le 
transducteur piézoélectrique non chargé. Elle permet de déterminer les éléments électriques 
intrinsèques du quartz en fonction de la fréquence. 
Enfin, la dernière étape consiste à réaliser la mesure du quartz chargé par le matériau à 
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analyser. La Figure I-18 montre la variation de l’admittance du quartz, lorsque des solutions 
d’eau/glycérol à des pourcentages massiques de glycéro  variables sont déposées à sa surface. 
Chaque portion du cercle représente cette admittance pour une solution d’eau/glycérol. Entre 
la première solution à 0 % de glycérol (eau pure) et la dernière à 80 % de glycérol, le diamètre 
des cercles diminue avec un léger décalage de leur cent e montrant une augmentation de 
l’amortissement et un décalage en fréquence. 
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Figure I-18. Admittance du quartz dans le plan complexe chargé avec des dépôts de 200µL de solution 
d'eau/glycérol à différents pourcentages massiques de glycérol autour de la résonance (6 MHz).  
Par substitution entre les paramètres électriques extraits du modèle de la 3ème étape et 
ceux de la 2ème étape, nous pouvons modéliser les paramètres mécaniques du matériau. A ce 
stade, nous avons la superposition de deux phénomènes physiques : l’effet de masse à la 
surface du quartz et les effets viscoélastiques du matériau. Pour discriminer ces deux effets, 
une mesure sur un matériau newtonien est effectuée et ainsi les paramètres élasticité G’ et 
viscosités G’’  peuvent être extraits.  
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I.7 Conclusion 
Dans cette partie ont été présentés les mécanismes liés aux maladies conformationnelles et en 
particulier ceux liés à la maladie d’Alzheimer. Le dénominateur commun de ces maladies est 
la polymérisation de protéines. Disposer d’un concept permettant le suivi de ces matériaux 
faisant partie de la matière molle permettrait de comprendre les mécanismes intervenant dans 
ces maladies. Les capteurs à ondes de volume utilisés en microbalance ont conduit à 
l’application des ondes acoustiques dans le domaine des biocapteurs. Configurés en mode 
rhéomètre, ces capteurs à ondes de volume sont particuliè ement adaptés au suivi des 
caractéristiques mécaniques d’un milieu liquide lors d’une polymérisation. En effet, ils 
permettent de mesurer l’impédance d’un système et d’ex raire les paramètres viscoélastiques 
d’un matériau d’investigation. L’objectif de cette thèse est de démontrer la faisabilité d’un 
outil basé sur ce principe pour suivre la polymérisation des protéines et particulièrement 
celles qui sont des marqueurs de la maladie d’Alzheimer, et sera décomposé en différents axes 
de travail : l’optimisation et la fabrication d’un résonateur ainsi que sa caractérisation 
électrique et mécanique ; la conception et le développement d’un capteur à ondes à acoustique 
de volume multiélectrodes et enfin les essais de dét ction des analytes biologiques d’étude in 
vitro. 
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Dans le chapitre précédent nous avons pu expliquer en quoi la polymérisation des 
protéines est un mécanisme pathologique commun aux maladies conformationnelles et en 
particulier à la maladie d’Alzheimer. La compréhensio  de ces mécanismes et in fine la 
possibilité de traitement sont intimement liées à l'existence d'outils permettant le suivi de ces 
réactions aux échelles micrométriques. Au vu des applications de diagnostic dans le domaine 
de la biologie, les capteurs à ondes de volume sont p tentiellement pertinents car ils doivent 
permettre de suivre ces phénomènes dans un volume statistiquement significatif. Si les ondes 
utilisées comme vecteurs d'information sont des ondes de cisaillement, leurs modifications au 
cours de la propagation au sein d’un analyte donnent accès aux propriétés viscoélastiques à 
tout moment d’une cinétique. Par ailleurs, la détection de la formation des plaques qui 
découle de la pathologie est alors déterminante. Les capteurs TSM (Thickness Shear Mode) 
utilisés en tant que biocapteurs peuvent alors permett e de connaître l’avancement de la 
réaction et les constituants, laissant ainsi la possibilité d’un contrôle dynamique.  
La réussite de mise au point d'un tel biocapteur suppose un contrôle des interactions à la 
surface du transducteur, c'est à dire à l'interface de l'électrode et du milieu investigué. Ces 
interactions déterminent la capacité du capteur à êt e sensible et sélectif. Elles dépendent de 
l'état de surface des électrodes, de leur constitution nécessitant éventuellement leur 
fonctionnalisation ou l'utilisation de plusieurs électrodes, et leur forme optimisant la 
génération des modes de cisaillement. L’objectif de ce chapitre consiste à étudier la sensibilité 
de ce type de capteur afin d'optimiser le biocapteur visé. Dans une première partie cette étude 
se focalisera sur un capteur à une électrode permettant de se concentrer sur l'effet de surface et 
de l'interaction naturelle des analytes avec l'or. La seconde partie développera un capteur 
multi-électrodes pour viser une détection multiple d’analytes de nature différente.  
II.1  Conception du capteur TSM à une électrode 
Le capteur étudié est un résonateur TSM (Thickness Shear Mode) utilisant un substrat de 
cristal de quartz (de coupe AT) excité par deux électrodes situées de part et d’autre du 
substrat. Afin de le mettre en œuvre, un retour de piste est réalisé sur la tranche du substrat 
pour permettre la prise de contact des deux électrodes du même côté du quartz. La Figure II-1 
illustre une vue en coupe d’un capteur développé dans cette étude. On remarque sur le dessus 
du système l’électrode recto, sur laquelle seront effectués les dépôts lors des essais 
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expérimentaux. La prise de contact, l’alimentation du système et la récupération du signal 
sont effectuées à l'aide de pointes de touche à ressort. 
 
Figure II-1, à gauche, schéma de principe du capteur à ondes acoustiques, à droite, images de la face 
supérieure et antérieure du capteur à ondes acoustiq es. 
Nos capteurs ont été réalisés sur un substrat de quartz coupe AT d’un diamètre de 14 mm 
et d’une épaisseur de 270 µm. Les électrodes, quant à elles, sont composées d’une bicouche 
métallique de titane (30 nm) et d’or (200 nm). La fabrication a été réalisée dans la salle 
blanche du site de l’ENS Rennes en utilisant les techniques classiques en microfabrication 
présentée en Annexe D [65][66], permettant l’obtention de couches minces métalliques, et de 
créer les électrodes finales au design voulu par les étapes de photolithographie et de gravure. 
La Figure II-2 présente ainsi une photo des capteurs obtenus à la fin du procédé de 
fabrication. 
 
Figure II-2, Photo d'un capteur à une électrode surun substrat de quartz piézoélectrique coupe AT (14 mm de 
diamètre, 270 µm d’épaisseur, surface de l’électrode 30 mm²). 
Les capteurs sont ensuite caractérisés du point de vue électrochimique, morphologique, 
physico-chimique et mécanique. Ces phases de caractérisation ont pour rôle de valider le 
concept de fabrication des capteurs, mais également de caractériser l’état final des électrodes. 
Afin d'étudier les effets de surface, les caractéristiques de nos capteurs développés sont 
comparées à celles des meilleurs capteurs commerciaux dédiés au cisaillement de volume. 
Les capteurs de référence les plus pertinents sont les capteurs commerciaux de la marque Q-
sense®.  
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II.1.1 Caractérisation de la composition chimique 
La première étude réalisée a été de caractériser la composition chimique des capteurs 
réalisés. Pour cela, une analyse élémentaire par spectrométrie de rayons X a été réalisée sur 
des substrats métallisés par une couche de 30 nm de titane et une couche de 200 nm d’or, 
suivant le protocole expérimental présenté en Annexe D. La Figure II-3 présente une 
micrographie MEB de la surface de l’échantillon caractérisé, elle montre une surface 
homogène. 
 
Figure II-3, Micrographie MEB, observation de la couche supérieure d’or du substrat métallisé. 
L’analyse par spectrométrie de rayons X est effectuée à partir de la micrographie 
précédente, et le spectre obtenu est présenté à la Figure II-4. Les résultats montrent la 
présence majoritaire d’or sans trace de Ti, ce qui permet de conclure que le titane ne diffuse 
pas dans la couche d’or et que les dépôts sont homogènes. 
 
Figure II-4, Spectre RX de la couche d’or de l’échantillon caractérisé. 
 
N Au
Au
Au
Au
Au
Au
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
keV Pleine échelle 13604 cps  Curseur : 2.420  (1346 cps )
Spectre  1
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II.1.2 Caractérisation électrochimique  
La seconde étude effectuée a été de caractériser électrochimiquement les électrodes du 
capteur afin d’évaluer la qualité du signal électrique de l’électrode d’or. Pour cela, un cycle de 
voltammétrie cyclique, consistant à la mesure d’une densité de courant à partir d’une variation 
de potentiel électrique contrôlée sur l’électrode, est réalisé [45], [48], [67]. La Figure II-5 
donne le schéma du montage expérimental pour la réalisation d’une analyse par voltammétrie 
cyclique. Il se compose de trois électrodes : (i) l’électrode de travail qui est constituée par le 
capteur, (ii) l’électrode de référence (calomel saturé en chlorure de potassium), permet de 
contrôler le potentiel appliqué à l’électrode de travail, (iii) la contre électrode (en platine) 
permet de mesurer le courant dans la cellule électrochimique. La tension est appliquée à l’aide 
d’un potentiostat et une solution électrolytique, du PBS (Phosphate Buffered Saline), qui est 
un tampon phosphate couramment utilisé dans les études électrochimiques, sert pendant les 
phases de caractérisation.  
 
Figure II-5, Schéma du dispositif expérimental pour les mesures de voltammétrie cyclique. 
Le balayage de potentiel est effectué entre – 1 V et 1,5 V, limites d’hydrolyse de l’eau. 
Une série de 5 cycles de balayage est effectuée pour obtenir une bonne réponse de la surface 
métallique à caractériser. En effet, le premier cycle servant d’activation de la surface et 
d’oxydation de cette dernière, les quatre cycles suivants servent à la prise mesure à 
proprement parlé de la densité de courant. Le voltamogramme ainsi obtenu est présenté à la 
Figure II-6. Nous pouvons remarquer que le signal est celui spécifique à l’or pur sans 
matériau ajouté [68]. Nous pouvons également constater l’absence de pic spécifique au titane, 
ce qui nous permet de confirmer l’homogénéité et la bonne qualité de la surface d’or 
fabriquée, et ce sans diffusion du titane dans la couche d’or. 
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Figure II-6, Signal de l’électrode en or (électrode  travail) obtenu par voltammétrie cyclique (balayage de 
potentiel entre - 1 V et 1,5 V, vitesse de balayage 100 mV.s-).1 
II.1.2.1 Comparaison des dépôts d’or obtenus par pulvérisation cathodique et par 
évaporation par effet Joule 
Afin de comparer la qualité de l’or obtenu suivant les deux procédés de dépôts, des 
voltamogrammes ont été effectués suivant les mêmes conditions expérimentales. Des lames 
de verre de microscope ont été métallisées pour obtenir des couches de titane et d’or avec des 
consignes d’épaisseurs répondant au cahier des charges pour la fabrication des capteurs 
(épaisseur de 30 nm de titane et de 200 nm d’or). Les signaux obtenus sont présentés à la 
Figure II-7. Nous pouvons remarquer que les deux signaux obtenus se superposent. L’absence 
de pics spécifiques au titane permet également de confirmer que la conductivité de l’or n’est 
pas diminuée par la couche de titane quel que soit le procédé de métallisation. 
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Figure II-7, Signaux de l'or suivant le processus de métallisation. En bleu, le signal pour l’échantillon obtenu 
par évaporation, et en rouge le signal obtenu par pulvérisation (balayage de potentiel entre -1 et 1,5 V  vitesse 
de balayage 100 mV.s-1). 
II.1.2.2 Effet de la surface et de l’épaisseur de l’électrode sur la qualité du signal de 
réponse 
Afin d’étudier l’influence du design des électrodes, nous avons fait varier la surface des 
électrodes, mais également l’épaisseur de la couche d’or. Dans le cadre de l’étude sur les 
épaisseurs, seule l’épaisseur d’or sera modifiée, l’ paisseur de titane restera inchangée pour 
ne pas remettre en cause la cohésion des couches minces composant le capteur. La Figure II-8 
met en évidence les signaux obtenus pour ces deux études. Dans un premier cas, nous 
pouvons remarquer que pour des épaisseurs d’or variant de 100 nm à 1 µm, une très faible 
variation de densité est observée. Dans le cadre des surfaces différentes, à savoir des surfaces 
variant entre 1 et 2 cm². Les signaux ont la même tendance, cependant, une diminution de 
moitié du signal pour l’électrode de 1 cm² est observé  par rapport à l’électrode deux fois plus 
grande. Ce qui est une conséquence normale de la modification de la surface des électrodes, 
puisque l’intensité mesurée est proportionnelle à la surface de l’électrode [69]. 
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Figure II-8, Signal de l'or en fonction de l'épaisseur et la surface de l'électrode. A gauche, signaux en fonction 
de l’épaisseur d’or, à droite, signaux de l’or en fonction de la surface des électrodes (balayage de pot ntiel 
entre -1 et 1,5 V, vitesse de balayage de 100 mV.s-1).  
II.1.2.3 Effet de la vitesse de balayage 
Pour identifier l’effet de la vitesse de balayage, d s mesures ont été effectuées en 
installant des échantillons métallisés par pulvérisation cathodique dans une cellule de mesure 
électrochimique à trois électrodes remplie d’une solution électrolytique d’héxacyanoferrate de 
potassium. La vitesse de balayage va ainsi varier entre 12,5 mV/s à 100 mV/s. La Figure II-9 
regroupe les courbes tracées à partir de la solution d’hexacyanoferrate de potassium pour les 
différentes vitesses de balayages. Quelle que soit la v esse (12,5 ; 25 ; 50 et 100 mV/s), les 
courbes obtenues ont la même allure mais lorsque la vitesse diminue les pics sont moins 
prononcés, la couche de diffusion ayant moins de temps pour se développer et atteindre une 
forme hémisphérique. On retrouve les étapes caractéristiques de réduction et d’oxydation de 
l’hexacyanoferrate. On vérifie que la réponse du signal du capteur dépend linéairement de la 
vitesse de balayage, ainsi comme le montre la courbe de droite de la Figure II-9, qui donne 
l’évolution de l’intensité maximale mesurée pendant le balayage en potentiel Ipic en fonction 
de la vitesse de balayage. Cette étude électrochimique permet de caractériser de manière 
rapide les électrodes fabriquées et vérifier que la totalité de la surface de l’électrode est active. 
Ces mesures permettent notamment de vérifier rapidement l’indépendance des électrodes dans 
le cas d’un système multi-électrodes. 
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Figure II-9, Influence de vitesse de balayage sur une électrode d’or ronde de 30 mm² de surface. A gauche, 
voltampérogramme en fonction de la vitesse de balayage. A droite, variation de l’intensité Ipic en fonction de la 
vitesse de balayage. 
 
II.1.3 Caractérisation morphologique 
La qualité de la réponse du signal dépend de l’état morphologique de l’électrode. En 
effet, augmenter la rugosité permettra d’augmenter la surface d’échange entre l’électrode et 
l’analyte à caractériser mais peut diminuer la conductivité. Ainsi la rugosité de l’électrode doit 
être étudiée et un compromis doit être trouvé entre la rugosité de l’électrode et la réponse 
électrique de cette dernière. Dans cette partie seront présentés les résultats concernant la 
caractérisation topologique de la surface ainsi que son optimisation. 
II.1.3.1 Méthode expérimentale 
La rugosité Ra est par définition la moyenne arithmétique de toutes les ordonnées du 
profil à l’intérieur d’une longueur de balayage, exprimée en nm, elle est définie par (5) 
   1! " |#$|%$&'  (5) 
Expérimentalement, la rugosité est obtenue grâce à un profilomètre à pointe diamantée 
qui se déplace latéralement sur une longueur définie de la surface de l’échantillon. Un 
capteur, solidaire de la pointe diamantée, détermine l’ordonnée de chaque point balayé en 
abscisse. Un traitement du signal permettra ainsi d’obtenir la valeur de rugosité Ra. 
Le profilomètre utilisé pour cette caractérisation est un Alpha-Step IQ (KLA-Tencor). 
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Afin d’avoir une valeur de rugosité convenable, les longueurs de balayage sont comprises sur 
une plage allant de 500 µm à 1,5 mm. 
II.1.3.2 Etude de la rugosité des échantillons. 
Des profils de rugosité sont ainsi établis pour les substrats de quartz sans métallisation 
puis pour les dépôts des différentes couches métalliques composant l’électrode finale sur des 
plages de 500 µm. Le Tableau 1 présente les valeurs moyennes obtenues dans cette première 
étude, et sont déterminées à la suite d’une série de 10 mesures de rugosité sur les différents 
échantillons. 
Nature de la surface Valeur de rugosité moyenne (nm) 
Nu 0,70 
Dépôt de titane 0,77 
Dépôt d’or 0,65 
Tableau 1, Rugosité moyenne suivant l'état de surface. 
Les couches de titane et d’or déposées ont une rugosité moyenne qui varie de 10 % avec 
le substrat nu. 
II.1.3.3 Optimisation de la rugosité 
Une des pistes pour l’amélioration de l’état de surface des électrodes, et donc à terme 
l’amélioration de la réponse électrique du capteur, st le traitement de surface des électrodes. 
L’effet escompté des traitements de surface est l’augmentation des aspérités de surface des 
électrodes, et donc l’augmentation de la surface d’échange entre les électrodes et les solutions 
biologiques à tester. Pour ce faire, des essais de modifications physiques de surface ont été 
mis en place en se basant sur la technologie de trait ment de surface par plasma [70]. Le bâti 
de plasma utilisé, bâti RIE 300W du fabricant VAS, nous permet un contrôle des paramètres 
expérimentaux assurant une diversité de conditions expérimentales. Ainsi, il nous est possible 
de modifier la source de gaz du plasma, le temps de trait ment, la pression dans l’enceinte du 
bâti ou encore la puissance du plasma. Le gaz utilisé dans cette étude est l’oxygène. 
Une première étude a été de vérifier l’influence de la puissance des plasmas sur la 
surface. Pour cela, des traitements de surface ont été réalisés sur des échantillons métallisés en 
faisant varier la puissance de traitement entre 0 et 300 W avec des temps de traitement de 
10 min. Pour quantifier l’effet du plasma, les surfaces traitées sont caractérisées par des 
mesures de rugosité. La Figure II-10 présente les résultats. 
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Figure II-10, Effet des plasmas argon et oxygène sur la topologie de surface de quartz métallisés avec d s 
couches Ti/Au. 
Nous pouvons remarquer une augmentation de la rugosité de près de 0,30 nm avec le 
plasma à l’oxygène. D’autres expériences faisant varier le temps de traitement et la puissance 
du plasma (Figure II-11), ont été menées avec le plasma oxygène. On voit que pour les deux 
valeurs de puissance de plasma, la rugosité des échantillons augmente à partir d’un temps de 
traitement de 10 min. Les valeurs limites n’ont pasété évaluées. Les modifications de surface 
observables dans le cas du plasma oxygène sont dus à la réaction chimique engendrée par 
l’oxygène sur la surface d’or.  
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Figure II-11, Effet du plasma oxygène sur la surface de l'échantillon en fonction du temps et de la puissance du 
traitement de surface. 
Cependant il a été observé que ces traitements de surface pouvaient affecter une autre 
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propriété physique, à savoir l’énergie de surface, c’ st à dire le caractère hydrophile et 
hydrophobe. Afin d’évaluer les énergies d’activation, des analyses de mouillabilité avec la 
détermination de l’énergie de surface ont été réalis es. 
II.1.4 Caractérisation physico-chimique : énergies d’activation 
Les modifications de surface par plasma peuvent engendrer des changements 
topologiques et physiques de la surface des capteurs. Afin d’évaluer ces modifications 
physiques, des mesures d’énergie de surface ont été réalisées qui nous permettront de réaliser 
le traitement correspondant à une sensibilité maximle du capteur. 
Dans un objectif de traitement non-invasif et biocompatible du substrat, les voies sèches 
(et particulièrement les procédés plasmas) ont été privilégiées dans la mise en œuvre des 
microcapteurs. 
II.1.4.1 Technique de mesure 
 Un bâti Plasma Cleaner (Harrick)1 et le bâti de RIE, précédemment présenté, ont 
permis de générer des plasmas pour traiter et graver les surfaces. Ce sont des techniques de 
modification de surface à basse pression où l'apport d’énergie est de type électrique 
radiofréquences à 13,56 MHz. Il s’agit d’entretenir une décharge basse pression, responsable 
de l'accélération des électrons et de l'ionisation des atomes et des molécules du gaz utilisé 
[71]. Une torche à plasma atmosphérique froid (ULS)2 a également permis de traiter les 
surfaces (Collaboration avec l’ECAM Rennes). 
La mouillabilité désigne le caractère hydrophile ou hydrophobe d’une surface. Afin de 
caractériser cette propriété pour un matériau donné, il s’agit de déposer une goutte d’un 
liquide polaire et d’un liquide non polaire, de volume déterminé, à la surface du substrat à 
caractériser, de mesurer les dimensions (diamètre et hauteur) de la goutte déposée et de 
déterminer la valeur de l’angle de contact et de l’énergie de surface à partir d’une régression 
linéaire du modèle d’Owens-Wendt [72]. Ce modèle tient compte d'un bilan énergique décliné 
par une énergie polaire et une énergie dispersive. Ainsi, il est possible de caractériser les 
propriétés de la surface déposée par la mesure de l’énergie de surface après modification à 
l’aide du plasma. En vue d'une augmentation de la sensibilité finale du capteur, une 
optimisation de l'état de surface (par exemple pour faciliter le contact entre le substrat et la 
                                                      
1  Avec le plasma Cleaner, les modifications de surface sont faites par plasma air à puissance constante 
(P = 30 W) et source de gaz constante.  
2  Pour la torche, la distance surface-torche, la vitesse de déplacement et le nombre de passage sont ajustables. 
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couche déposée) devient alors possible par un apport régulé d'atomes intermédiaires comme 
l’oxygène [73], [74] ou l’azote [75]. 
II.1.4.2 Energie de surface pour différents traitements de surfaces 
Afin d’optimiser la sensibilité des capteurs, des mesures d’énergies de surface modifiées 
avec différents traitements ont été réalisées sur les transducteurs (substrat de quartz 1 pouce, 
une électrode ronde sur chaque face de surface 18 mm2). Par rapport à un traitement de 
surface par UV3, il apparaît clairement sur la Figure II-12 pour deux types de plasma, air et 
oxygène (à la même puissance), que les traitements plasmas augmentent l’énergie de surface 
et qu’une valeur optimale est atteinte à 11 minutes.  
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Figure II-12. Variation de l’énergie de surface en fonction de la durée de traitement sur transducteur 
piézoélectrique pour des traitements de surface par plasma O2 à 30 et 60 W et par plasma air. 
La Figure II-13 montre la répartition entre énergies polaires et dispersives (modèle 
d’Owens-Wendt) pour un traitement plasma Oxygène à 60 W et à différents temps de 
traitement. L’énergie dispersive apparait constante et c'est l'énergie polaire qui varie en 
fonction du temps de traitement. C’est cette énergie qu’il convient d’adapter en fonction des 
propriétés de surface souhaitées. 
                                                      
3  Une autre possibilité permettant de modifier les interfaces et leurs énergies de surface est celle d’utiliser une 
lampe UV (de type NU-6 KL société Benda). Elle possède deux sources d’UV de longueur d’onde de 366 nm 
et 405 nm et une puissance nominale de 6W, dans notre cas. 
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Figure II-13. Répartition des énergies pour un traitement de surface au plasma oxygène à 60 W. 
Il apparait ainsi qu’à partir de 10 min de traitement t pour un plasma d’une puissance de 
60 W, les propriétés physiques, représentées par l’énergie de surface cessent d’évoluer et 
semble avoir atteint un maximum. Ainsi, dans la suite de ce travail de thèse, afin d’optimiser 
l’état de surface des capteurs, des traitements par pl sma respectant les conditions 
expérimentales optimales ci-dessus seront effectués. 
II.1.5 Caractérisation de la propagation de l’onde acoustique 
L’un des points importants pour réaliser des capteurs à ondes acoustiques est de 
caractériser la propagation des ondes dans le quartz. En utilisant un système de mesure en 
vibrométrie laser associée à un traitement de signal dédié, les modes de vibrations peuvent 
être déterminés dans le quartz. 
II.1.5.1 Banc de mesure de vibrométrie laser 
La technique de vibrométrie laser permet de réaliser un balayage de la surface du 
transducteur afin de suivre la propagation des ondes au sein de ce dernier, tout en ayant un 
aspect non destructif, puisque cette technique utilise un laser n’affectant en rien la surface du 
capteur à caractériser [76], [77]. 
Le banc de mesure est constitué de différents système  pour la réalisation des mesures. 
En effet, cette technique de mesure, schématisée à la Figure II-14, consiste à scanner la 
surface du capteur avec le faisceau d’un vibromètre las r pendant que le quartz est excité par 
un générateur d’impulsion de tension. Le balayage du faisceau est réalisé par le montage de la 
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cible sur une platine permettant les translations dans le plan (X, Y). 
  
Figure II-14, A gauche, schéma du banc de vibrométrie laser. A droite, photographie du montage expérimental. 
Chaque partie de ce banc peut être identifiée suivant sa fonction : 
-  Déplacement mécanique, qui est assuré par la platine motorisée permettant le balayage de 
la surface du quartz dans le plan (X, Y) ; 
-  Excitation du quartz, avec le générateur d’impulsion qui autorise l’excitation suivant 
deux modes spécifiques, en impulsion et en mode sinusoïde permanent ; 
-  Détection optique du signal. Dans cette partie, un faisceau laser est émis par un 
vibromètre laser, est envoyé sur le capteur puis réfléchi pour être de nouveau détecté par 
le vibromètre laser ;  
-  Acquisition des données. Cette partie est assurée par l’oscilloscope qui récupère le signal 
transmis par le vibromètre laser. Grâce à l’ordinateur qui contrôle l’oscilloscope, il va être 
possible de récupérer, traiter et analyser les données expérimentales. 
A l’issu des mesures, un traitement des données par transformée de Fourier est réalisé 
pour pouvoir observer la réponse mécanique du transducteur étudié. Un balayage de la surface 
permet l’acquisition des signaux temporels S(x, y, t). En réalisant une transformée de Fourier 
1D du signal S(x, y, t), le comportement fréquentiel des ondes de surface W(x, y, ω) est évalué. 
En réalisant une deuxième transformée de Fourier des signaux W(x, y, ω), le nombre d’onde 
K (kx, ky, ω) est extrait (Figure II-15). 
 
Figure II-15, Traitement du signal associé lors de l'étude du comportement mécanique du capteur en utilisant la 
technique de vibrométrie laser. 
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II.1.5.2 Cas d’un capteur à électrodes rondes 
Une analyse comportementale du transducteur à électrod s rondes est effectuée. Afin 
d’obtenir une analyse complète du capteur, le balayage est effectué sur un carré de 
15 x 15 mm de côté, permettant le balayage de la surface totale. Une largeur complète 
comprend 150 acquisitions, chaque acquisition étant f ite par pas de 0,1 mm. De plus, la 
durée de détection est de 200 µs avec un pas temporl de 20 ns ce qui permet d’avoir un 
nombre total de points d’acquisition de 10000. 
La Figure II-16 montre l’ensemble des résultats pour un capteur possédant des électrodes 
rondes. Nous pouvons remarquer grâce à l’analyse spatio-temporelle la génération des ondes 
à partir de la frontière de l’électrode. Entre t = 2 µs et t = 2,25 µs, l’onde générée se propage 
dans deux directions spécifiques, la première dans le sens de la normale à la frontière, et la 
seconde dans le sens opposé. A partir des résultats (b), donnant le comportement spatio-
fréquentiel, nous pouvons observer les différents modes de résonance en fonction de la 
fréquence. Les signaux donnant le nombre de l’onde permettent d’étudier les caractéristiques 
de dispersion des ondes générées et sont présentés en (c) de la Figure II-16. On constate ainsi 
que pour les fréquences présentées, les ondes se propagent dans toutes les directions, avec le 
même nombre d’onde K, puisque nous pouvons voir la formation d’un cercle dans le plan 
présenté.  
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Figure II-16, Comportement mécanique d'un capteur à ondes acoustiques de volume possédant des électrods 
rondes, (a) comportement spatio-temporel, (b) comportement spatio-fréquentiel et (c) évolution du nombre 
d’onde en fonction de la fréquence. 
II.2  Optimisation du design pour un capteur à une électrode 
II.2.1 Intérêt et paramètres optimisés 
Après l’amélioration des caractéristiques du capteur avec l’optimisation des techniques 
de fabrication et de la surface de l’électrode, un point reste à optimiser : le design de 
l’électrode. Des études antérieures [78] ont montré que les formes permettant de maximiser le 
déplacement de l’amplitude de l’onde pour les électrodes étaient les formes elliptiques. 
En considérant une électrode elliptique, de demi-petit axe b et de demi-grand axe a 
(Figure II-17 a) l’optimisation a été réalisée en faisant varier le paramètre a, tout en 
conservant constante l’aire A0 de l’électrode avec une première contrainte sur l’obtention 
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d’une amplitude maximale de l’onde de cisaillement. Cette variation de paramètres a été 
effectuée avec le logiciel COMSOL Multiphysics 5.2 dont les outils de modélisation ont été 
vérifiés préalablement par des confrontations entre le modèle et des expérimentations. Une 
idée du maillage est donnée en Figure II-17 b. 
 
Figure II-17, A gauche, schématisation de l'électrode ovale avec ses paramètres. A droite, modélisation par 
éléments finis du capteur. 
II.2.2 Résultats de l’optimisation 
La simulation permet de tracer l’impédance du quartz (Rc et Xc) en fonction de la 
fréquence pour le système à vide et d’obtenir le champ de déplacement de la surface du quartz 
aux différentes fréquences. La Figure II-18 donne l’impédance électrique du système entre 
17,9 MHz et 18,05 MHz. L’harmonique 3 est clairement identifiée à 17,94 MHz, deux autres 
pics correspondant aux deux modes suivants sont également visibles. Les figures (a), (b) et (c) 
de la Figure II-18 donnent également les champs de déplacement pour les différents modes. 
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Figure II-18, Parties réelle et imaginaire en fonction de la fréquence pour un capteur vide. Champ de 
déplacement de la surface du quartz aux différentes fréquences, (a) 3ème harmonique, (b) et (c) modes parasites 
liés aux électrodes. 
Notons sur la Figure II-18 la variation de fréquence delta_f, qui est la variation entre 
l’harmonique et le premier mode. Lors de l’optimisation des dimensions de l’électrode, la 
deuxième contrainte consistait à maximiser cette variation delta_f afin d’éviter toute 
superposition des pics correspondant à la fréquence de résonance et les pics des modes 
parasites. Afin d’optimiser le paramètre de l’étude, plusieurs simulations ont été réalisées en 
faisant varier les paramètres géométriques des électrodes elliptiques du capteur. Ainsi, 
différentes surfaces A0 d’électrodes ont été testées, avec des surfaces comprises entre 6.2 mm² 
et 50.3 mm². Puis, pour chaque valeur de surface A0, le demi-grand axe a varie de 0.5 mm à 
5 mm, ce qui confère à l’électrode un aspect vertical pour les faibles valeurs de demi-grand 
axe et un aspect horizontal pour les valeurs plus importantes de demi-grand axe. Les résultats 
de l’optimisation sont présentés à la Figure II-19.  
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Figure II-19, Optimisation du paramètre delta_f en fo ction de la longueur de demi-grand axe a de l’ellipse. 
Nous pouvons remarquer que chaque courbe présente un optimum, c’est-à-dire qu’un 
maximum de la valeur de delta_f est atteint. Cependant, cet optimum varie fortement en 
fonction de l’aire de l’électrode. Ainsi, pour des aires comprises entre 6.2 et 11.3 mm², 
l’optimum de delta_f croît. Le maximum de delta_f est atteint pour une surface d’électrode de 
12.6 mm², puis tend à décroître pour des surfaces strictement supérieures à 12.6 mm². Ainsi, 
pour présenter un design optimal, les capteurs doivent avoir des électrodes de 12.6 mm², avec 
un demi-grand axe a de 2.4 mm et un demi-petit axe b de 1.7 mm. La Figure II-20 schématise 
l’électrode aux dimensions optimisées. 
 
Figure II-20, Transducteur avec une électrode de forme elliptique. A gauche, électrode du dessus, à droite, 
électrode du dessous et retour de piste pour la prise de contact. 
Les dimensions optimales déterminées, la fabrication d’un capteur correspondant aux 
caractéristiques optimales est réalisée et la comparaison entre un capteur à électrode ronde et 
électrode elliptique est effectuée. Pour cela, il s’agit de charger le capteur avec une solution 
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d’eau/glycérol et de mesurer les paramètres Rc et Xc en fonction de la fréquence pour chaque 
capteur en comparant les résultats obtenus pour les différents designs. La partie gauche de la 
Figure II-21 donne le relevé de la partie réelle en fonction de la fréquence pour le capteur 
optimisé et le capteur à électrode ronde, chargés avec une solution d’eau et de glycérol à 90 % 
en masse de glycérol. Une atténuation de l’harmonique 3 est observable mais elle est moins 
importante pour le design optimisé que pour électrode ronde. Sur la courbe de droite de la 
Figure II-21, il est présenté la partie imaginaire Xc de l’impédance pour les deux types 
d’électrodes. Il apparait clairement que les deux pics de fréquence sont plus distincts dans le 
cas de l’électrode elliptique, et présentent des signaux de plus fortes intensités que pour le 
capteur possédant une électrode ronde, ce qui confirme l’obtention d’un signal de meilleure 
qualité pour le capteur dont le design a été optimisé que pour le design rond. 
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Figure II-21, à gauche, parties réelles des capteurs en fonction de la fréquence pour les designs rond et 
elliptique d'électrodes chargées par une solution de 90% en masse de glycérol (en rouge, électrode elliptique et 
en bleu, électrode ronde).A droite, parties imaginaires des capteurs en fonction de la fréquence pour différents 
designs d'électrode chargé par une solution de 90% en masse de glycérol (en rouge, électrode elliptique et en 
bleu, électrode ronde). 
II.2.3 Caractérisation du capteur optimisé 
II.2.3.1 Reproductibilité et répétabilité des mesures 
La première campagne d’essai a été effectuée pour s’assurer du caractère répétable et 
reproductible des détections du capteur fabriqué. Pour cela, des dépôts et retraits successifs de 
différents volumes d’eau (liquide de référence connu) ont été effectués à intervalles réguliers. 
La Figure II-22 nous donne le suivi fréquentiel de ces répétitions de dépôts/retraits à la 
surface du quartz. Dans le cadre du volume de 10 µL (courbe rouge), après un suivi 
fréquentiel à vide pendant 2 min, 10 µL d’eau sont déposés sur le capteur à l’aide d’une 
micropipette. Ce dépôt est maintenu pendant 20 minutes à la surface du quartz afin d’avoir 
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une stabilisation du système. Au bout de 20 min, l’eau est retirée pendant 5 min, puis un 
nouveau dépôt est effectué. Cette opération est répé ée 4 fois de suite afin de vérifier le suivi 
fréquentiel en fonction de la charge et au cours du temps. Quatre séries de mesures ont été 
faites en faisant varier les volumes de dépôts entre 10 et 250 µL. Cependant, malgré des 
résultats moins fins, ces essais ont été réalisés à la fréquence fondamentale du capteur 
(f0 = 4.98 MHz) afin d’attester de la répétabilité des mesures, il n’est pas nécessaire de se 
placer à l’harmonique 3 (f = 15 MHz). Nous pouvons remarquer que la fréquence de 
résonance varie avec le volume de dépôt jusqu’à 250 µL (qui est la limite du volume 
« infini »). Lors des phases de retrait, la fréquence de résonance revient à la fréquence initiale. 
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Figure II-22, A gauche, suivi fréquentiel de l'alternance de dépôts/retraits de solution d'eau de différents 
volumes. A droite, variation de fréquence avant et après dépôt de solution de différents volumes sur le capteur. 
Ces essais de détection permettent de conclure quant au caractère reproductible et 
répétable des mesures. 
II.2.3.2 Précision du capteur 
Après avoir fabriqué et caractérisé les transducteurs, il est nécessaire de valider leur 
fonctionnement. Pour ce faire, des essais de détection de solution d’eau/glycérol, dont les 
caractéristiques viscoélastiques sont bien connues dan  la littérature [79], ont été réalisés. 
Dans le cadre de cette validation, différentes solutions d’eau/glycérol sont préparées en 
faisant varier le pourcentage massique de ces solutions. Ainsi une gamme de solutions 
comprise entre 0 et 80 % massique de glycérol a été choisie. Comme présenté dans le 
chapitre 1, les essais commencent par un dépôt d’eau jusqu’à stabilisation puis l’eau est 
retirée pour pouvoir déposer 200 µL de solution d’eau/glycérol. L’expérience est arrêtée au 
bout de 30 min de mesure après atteinte d’un palier de stabilisation. Les valeurs d’élasticité et 
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de viscosité moyenne sont déterminées en faisant la moyenne sur les 30 derniers points du 
palier. Les résultats ainsi obtenus sont présentés à la Figure II-23. 
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Figure II-23, Module visqueux de solutions d'eau / glycérol à différents pourcentage massique d'eau. 
Comme le montre la Figure II-23, nous pouvons remarquer que le module visqueux 
diminue avec l’augmentation du pourcentage massique d’eau. Les valeurs de viscosité des 
différentes solutions d’eau/glycérol de la littérature servant à la comparaison entre le système 
conçu et les capteurs commerciaux sont issues des travaux de Cheng [79]. 
 Il apparaît clairement que les valeurs de viscosité extraites des manipulations 
correspondent aux valeurs de références de la littérature. A partir de ce moment et de ces 
observations, le fonctionnement du capteur est validé. 
D’autres campagnes d’essais permettant de caractériser le design elliptique, comme des 
essais de reproductibilité, de répétabilité ou encore traitant de l’influence de la température 
sur les mesures ont été réalisés. Le capteur développé étant amené à fonctionner à différentes 
températures, une étude en température a été menée. 
II.2.3.3 Caractérisation en température  
La vérification du comportement du capteur en température est effectuée en faisant des 
essais de détection de solutions d’eau/glycérol à différents pourcentages massiques en 
glycérol et à des températures comprises entre 15°Cet 40°C. Les expériences sont effectuées 
suivant le protocole suivant : 
- Mise en température du système et des solutions ; 
  Chapitre II : page 72 
-  Dépôt de 200 µL d’eau jusqu’à stabilisation du signal de détection ; 
-  Retrait de l’eau et séchage à l’azote de la surface du capteur ; 
-  Dépôt de 200 µL de solution d’eau / glycérol sur la surface du capteur ; 
-  Maintien 30 min après stabilisation du signal ; 
 
Cinq solutions sont utilisées pour le déroulement de cette analyse, où les pourcentages 
massiques en glycérol des solutions sont de 0, 25, 40, 50 et 75 % en masse. Après traitement 
de données, les valeurs moyennes de viscosité sont présentées à la Figure II-24, avec deux 
courbes. La courbe de gauche présente les valeurs d viscosité moyennes en fonction du 
pourcentage massique en eau des solutions aux différentes températures d’étude. A droite, une 
comparaison est faite entre les valeurs pratiques obtenues après expérimentations, et les 
valeurs de viscosité connues dans la littérature. Une corrélation entre les valeurs obtenues et 
les valeurs théoriques est observée. 
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Figure II-24, A gauche, module visqueux en fonction du pourcentage massique en eau des solutions. A droite, 
module visqueux pratique en fonction des valeurs de module visqueux de la littérature à différentes températures 
et différentes solutions d’eau / glycérol. 
Nous pouvons remarquer grâce à ces courbes que pour une série de mesure à la même 
température, le module visqueux des solutions évolue très fortement en fonction du 
pourcentage massique de glycérol en solution. En nous intéressant plus particulièrement à la 
série effectuée à 25°C, qui est la température à laque le seront fait les essais de détection des 
solutions biologiques, et en comparant les valeurs déterminées pratiquement avec les valeurs 
théoriques, nous pouvons remarquer une très faible variation entre ces deux valeurs. Cette 
observation est illustrée à la Figure II-25, où sont représentées en rouge les valeurs pratiques 
obtenues lors des essais et en bleu les valeurs théoriques. 
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Figure II-25, Comparaison entre les valeurs de modules visqueux des transducteurs à électrode elliptique et des 
valeurs théoriques pour différentes solutions d'eau/glycérol à une température de 25°C. 
 
Ainsi, nous pouvons remarquer que nous retrouvons des valeurs du module visqueux 
conformes aux valeurs de la littérature quelle que soit la température.  
La Figure II-26 montre la variation des parties réelle t imaginaire du quartz nu à 
différentes températures.  
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Figure II-26, Variation de la partie réelle et imaginaire du capteur nu en fonction de la température. 
Nous pouvons remarquer un décalage de la fréquence de résonance vers la droite quand 
la température augmente, et qui s’illustre également par un décalage vers la droite des parties 
réelle et imaginaire du capteur. Comme l’a démontré Lu dans ses travaux [80], ce phénomène 
est intrinsèque à la coupe AT du quartz, suivant l’angle de coupe, et dont les propriétés 
dépendent de la température, et est illustré à la Figure II-27.  
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Figure II-27, Dépendance de l'angle de coupe sur les courbes fréquence-température des quartz en coupe AT. 
La coupe AT (angle autour de 35°10) permet de générer des ondes de cisaillement et offre la meilleure stabilité 
en fréquence dans une gamme de température de 0 à 50°C, représentée en rouge sur la figure). 
II.2.3.4 Comparaison entre le système commercial et le système fabriqué et optimisé 
Les performances entre le système conçu et le système commercial existant sont 
comparées en observant les réponses de ces deux capteurs pour la détection et l’extraction du 
module visqueux pour différentes solutions d’eau/glycérol. Pour cela, une gamme de 
solutions d’eau/glycérol est préparée en faisant varier le pourcentage massique en glycérol. 
Afin de comparer les valeurs expérimentales, les essais sont effectués à 25°C afin de pouvoir 
les comparer avec les valeurs de la littérature. 
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Figure II-28, Modules visqueux : résultats obtenus à l’aide du capteur commercial Q-sense, du capteur optimisé 
comparée aux valeurs de la littérature pour différentes solutions d'eau/glycérol. 
La Figure II-28 montre la comparaison entre les valeurs du module visqueux déterminées 
en utilisant les deux technologies de capteur et celles de la littérature. Il apparaît clairement 
que les courbes se superposent, ce qui valide le fonctionnement des capteurs présentant des 
électrodes de forme elliptique.  
Dans un premier temps, cette partie a permis de démontrer la faisabilité du 
développement d’un capteur à ondes acoustiques de volume à une électrode. Une deuxième 
étude de modélisation confirme que le design optimal d’un transducteur à une électrode est 
une ellipse et présente la fabrication et la caracté isation de ce nouveau transducteur. 
Mais lorsqu’il s’agit de réaliser la détection simultanée de plusieurs analytes, il est 
nécessaire de développer des transducteurs avec plusieurs électrodes sur le même substrat. En 
ce qui concerne la maladie d’Alzheimer, la détection de deux biomarqueurs est nécessaire. La 
partie suivante sera donc l’objet du développement d’un transducteur à trois électrodes, une 
pour chaque biomarqueur et une électrode de référence. 
II.3  Développement d’un capteur multi-électrodes 
La maladie d’Alzheimer est caractérisée par la présence dans le cerveau de deux types de 
fibres biologiques qui conduisent aux dégénérescences eurofibrillaires. Si la faisabilité des 
transducteurs à une électrode est largement établie, l’ut lisation de ce genre d’outil se limite à 
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la détection d’une seule espèce dans cette configuration. Le développement d’un outil de 
diagnostic se basant sur cette technologie, et permettant la détection simultanée en temps réel 
de ces différentes espèces, est donc très intéressant. Si ce genre de technologie est utilisée 
dans différents domaines de détection, elle reste cependant peu employée dans le domaine du 
diagnostic médical [81]–[83].  
II.3.1 Etat de l’art et design d’un capteur TSM multi-électrodes 
La fabrication d’un transducteur à une électrode est connue et maitrisée mais celle d’un 
capteur multi-électrodes reste méconnue et très peu détaillée dans la littérature. Ainsi, la 
fabrication de ce genre de capteur sera l’objet d’un fort travail de développement et 
d’adaptation des techniques expérimentales de fabrication. 
Si certains travaux montrent la faisabilité d’un dispositif à plusieurs électrodes 
indépendantes sur un même substrat [81]–[83], ces systèmes nécessitent le développement et 
l’adaptation des méthodes d’acquisition et de traitement de signaux complexes.  
 
Figure II-29, A gauche, photographie d'un montage micro fluidique multi-qcm. A droite, vue d'ensemble du 
système monté [84]. 
Comme le montre la Figure II-29, qui est un exemple de développement d’une 
microbalance à quartz multi-électrodes (MQCM), trois électrodes identiques sont fabriquées à 
la surface du substrat piézoélectrique, et sont toutes les trois reliées indépendamment des 
autres à des oscillateurs et fréquencemètres pour pouvoir récupérer les signaux propres à 
chaque électrode. Le système est ainsi inséré dans une cellule micro fluidique qui permettra 
l’injection de fluide tel que le montre le schéma de droite de la Figure II-29. Les solutions 
injectées seront ainsi déposées successivement sur les trois microbalances. La Figure II-29 
montre le principe de mesure avec l’association des différents oscillateurs et fréquencemètre 
pour la récupération des différents signaux provenant des trois microbalances. Une mesure 
expérimentale est donnée à la Figure II-30. Sur la figure (a), il est présenté le suivi fréquentiel 
au cours du temps lors de l’injection de PBS (Phosphate Buffer Saline) dans la cellule micro-
  Chapitre II : page 77 
fluidique. Ces résultats peuvent être corrélés aux photographies présentées en (b) de la Figure 
II-30, et qui montrent l’avancée de la solution dans le système lors de son injection. 
 
Figure II-30, A gauche, suivi fréquentiel des microbalances lors du dépôt d'une solution de PBS. A droite, 
photographies montrant l’injection du tampon dans la cellule, avec (i) injection dans le système, (ii) injection 
sur la première QCM, (iii) injection sur la deuxième QCM et (iv) injection sur la dernière QCM. 
Dans d’autres systèmes de capteurs, les électrodes ont un gradient d’épaisseur conduisant 
à différentes fréquences de résonnances mais elles sont reliées entre elles facilitant ainsi leur 
utilisation et leur mise en application en réduisant l’instrumentation. Plusieurs processus de 
fabrication existent afin d’obtenir un système multi-électrodes à des fréquences de résonance 
propres. Ainsi, comme le décrit Abe dans ses travaux [85], le gradient d’épaisseur est obtenu 
en gravant localement le substrat de quartz par plasma SF6 (hexafluorure de soufre). Il obtient 
ainsi un système possédant des puits de différentes profondeurs sur lesquels seront déposées 
les électrodes. Un schéma de principe du montage est présenté à gauche de la Figure II-31. 
 
Figure II-31, A gauche, schéma de principe d'un capteur MQCM. A droite, mesure de la conductance avant et 
après dépôt sur la microbalance 1 [85]. 
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Nous pouvons remarquer, grâce à la Figure II-31 (à droite), la différence du signal avant 
et après un dépôt d’une solution d’eau à la surface de la microbalance 1. Elle présente 
également une atténuation du pic correspondant à la microbalance 1 sans pour autant affecter 
les caractéristiques des autres balances présentes sur le système. 
II.3.2 Développement d’un capteur multi-électrodes 
La seconde voie de fabrication, qui est celle choisie dans cette étude, est le dépôt et la 
fabrication sur le substrat d’électrodes de différentes épaisseurs. L’avantage de cette voie de 
développement est l’obtention d’un système complexe ne nécessitant qu’une seule voie de 
mesure lors des expérimentations, simplifiant ainsi les essais. 
Le capteur multi-électrodes développé est composé d’un substrat de quartz sur lequel 
sont déposées trois électrodes de chaque côté. Comme il a été expliqué plus tôt dans ce 
travail, la fréquence de résonance du capteur va dépendre des dimensions du quartz, mais 
également de celles de l’électrode. La pertinence des électrodes de forme elliptiques a été 
démontrée, néanmoins, il n’existe pas de système multi-électrodes elliptiques dans la 
littérature si bien que dans une première approche, nous avons préféré développer des 
systèmes avec des électrodes de forme rondes. 
II.3.2.1 Comportement mécanique du capteur 
Cette étude présente dans un premier temps les résultats des analyses de vibrométrie 
laser pour un capteur d’un design non optimisé, dont le motif est illustré à la Figure II-32, et 
qui s’inspire des designs de capteur multi électrodes présentés à la Figure II-29. L’apport 
d’une connectique circulaire est effectué et permet de relier les trois électrodes entre elles. 
 
Figure II-32, Design de capteur 3 électrodes. 
Le capteur développé est composé de trois électrodes d’épaisseurs différentes qui sont 
toutes reliées ensembles. Le motif étant symétrique, les électrodes de chaque côté du quartz 
sont similaires. 
Afin de caractériser la propagation des ondes dans le quartz, des essais de caractérisation 
par vibrométrie laser ont été effectués sur les premiers capteurs multi-électrodes. Grâce à 
l’analyse temporelle, la propagation des ondes dans le quartz peut être établie. Nous pouvons 
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remarquer à l’instar de la Figure II-33 que les ondes de volume observées ne sont générées 
qu’à la frontière des électrodes, tant au niveau des électrodes circulaires qu’au niveau des 
connectiques rectangulaires et de l’anneau circulaire extérieur. Nous remarquons également la 
production de deux ondes à partir de la frontière, l’une dans le sens de la normale de la 
frontière, l’autre dans le sens opposé. Après t = 21,2 µs, les ondes se rencontrent au centre du 
quartz, et vont continuer à se propager dans le sens opposé. Ce qui nous permet de justifier le 
caractère non optimisé de ce motif est la superposition des ondes générées par l’anneau 
extérieur aux ondes générées par les électrodes, c’est pourquoi, dans les capteurs suivants 
l’anneau de contact est supprimé et les connectiques sont minimisées pour réduire les 
interférences. 
 
Figure II-33, Suivi spatio-temporel de la propagation des ondes dans le capteur mutli-électrodes non optimisé. 
Le comportement modal des ondes de surface générées sur le capteur est étudié grâce 
aux signaux spatio-fréquentiels après traitement de données par transformée de Fourier. La 
Figure II-34 présente les signaux spatio-fréquentiels en basse fréquence et pour les fréquences 
de résonance observées. 
  Chapitre II : page 80 
 
Figure II-34, Images des signaux spatio-fréquentiel en basse fréquence. 
Par une deuxième transformée de Fourier (2D), on retrouve le nombre d’onde en 
fonction de la fréquence, ce qui permet d’étudier les caractéristiques de dispersion des ondes 
générées. On constate ainsi que pour les fréquences présentées, les ondes se propagent dans 
toutes les directions, avec le même nombre d’onde K, car nous pouvons observer un cercle 
dans le plan présenté. De plus, plus la fréquence va augmenter, plus l’amplitude du cercle va 
être grande. 
 
Figure II-35, Images des signaux nombre de l’onde-fréquentiels en fonction de la fréquence. 
Cette observation est plus visible quand nous nous intéressons à la courbe de dispersion 
expérimentale en fonction de la courbe théorique qui est présentée à la Figure II-36. Ces 
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courbes expriment le nombre d’onde en fonction de la fréquence, et on peut noter la présence 
du mode de Lamb A0 sur la courbe expérimentale et qui semble proche de la courbe 
théorique. 
 
Figure II-36, à gauche, courbe de dispersion théorique du quartz, à droite, courbe de dispersion expérimentale 
pour le quartz multi-électrodes caractérisé. 
Ces observations du comportement mécanique de cette version de capteur multi-
électrodes nous ont amené à optimiser le design des électrodes. La première solution a été de 
supprimer l’anneau circulaire extérieur, qui est source de perturbation. De plus les électrodes 
sont placées de façons équidistantes et leurs connectiques respectives sont placées de façon à 
être parallèles. Pour cela, le contrôle du positionnement et de la distance centre à centre est 
primordiale. Dans ses travaux, Lu et al. [86] présente une étude sur l’espacement des 
électrodes, et l’effet de ce dernier sur la qualité du signal obtenu. Ainsi, nous prendrons soin 
que les électrodes soient suffisamment éloignées pour ne pas interagir entre elles. Cette étude 
complète de modélisation n’a pas été menée dans cette thèse mais elle est en cours de 
réalisation. Ainsi, le nouveau design du capteur est présenté à la Figure II-37. 
 
Figure II-37, Schéma des électrodes composant le capteur multi-électrodes.  
Afin de générer une fréquence propre pour chaque électrode, nous avons fait le choix de 
créer un gradient d’épaisseur lors de la fabrication des électrodes. Ainsi, le capteur comprend 
trois électrodes d’épaisseurs e1, e2 et e3, telles que e1 < e2 < e3 (Tableau 2). 
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Dénomination électrode Epaisseur consigne 
e1 (électrode gauche) 230 nm 
e2 (électrode milieu) 500 nm 
e3 (électrode droite) 600 nm 
Tableau 2, Epaisseur des trois électrodes fabriquées. 
Une étude d’optimisation des épaisseurs des trois électrodes a été menée pour trouver la 
configuration optimale entre les trois électrodes. Une « fonction objectif » a été mise en place 
pour mener à bien cette optimisation. Elle a ainsi pour objectif d’optimiser : 
• Le positionnement des trois pics de résonance, afin de les positionner de façon 
équidistante ;
•  D’éviter la superposition des pics de résonance des modes plus complexe avec 
les modes principaux. 
La Figure II-38 montre les valeurs optimales de la « fonction objectif » en fonction des 
épaisseurs des électrodes de gauche, du centre et de droite, où chaque point de la courbe est 
une configuration optimisée en épaisseur. Il s’agira par la suite de se mettre dans une 
configuration répondant à cette optimisation lors du développement d’un capteur multi-
électrodes.  
 
Figure II-38, Configuration optimisée des capteurs multi-électrodes en fonction des épaisseurs des électrodes de 
gauche, du milieu et de droite. 
Ainsi, nous remarquons qu’en fixant l’électrode de gauche à 230 nm, étant l’épaisseur dont le 
protocole de fabrication a été optimisé dans la première partie de ce manuscrit de thèse, en 
prenant une électrode du milieu de 500 nm et une électrode de droite de 600 nm d’épaisseur, 
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le système sera dans une configuration optimale en épaisseur. 
II.3.2.2 Processus de fabrication  
Les électrodes sont fabriquées dans l’ordre de l’électrode e1 jusqu’à l’électrode e3. Sur 
la Figure II-39, les trois grandes étapes de fabrication sont représentées, éléments en noir 
représentant la partie en cours d’élaboration. 
 
Figure II-39, Schéma des grandes étapes du processus de fabrication pour la création de l'électrode sur la face 
recto. (a) électrode e1 et connectiques, (b) fabrication de l’électrode e2, (c) fabrication de l’électrode e3. 
a ) Fabrication de l’électrode d’épaisseur e1 
Afin de fabriquer l’électrode e1 et ses connectiques, il s’agit du procédé classique de 
microfabrication en salle blanche. Le protocole ainsi effectué est résumé avec la Figure II-40. 
Comme pour le capteur mono-électrode, la première attention a été portée pour le nettoyage 
de la surface pour une adhérence maximale. Une métallisation de la surface est ensuite 
effectuée par pulvérisation cathodique. La bicouche métallique ainsi créée est donc composée 
d’une sous couche de titane, d’une épaisseur de 30 nm et d’une électrode d’or d’une épaisseur 
de 200 nm. Avant la photolithographie, un film de résine photosensible de 2 µm d’épaisseur 
est déposé par spin coating. L’étape finale de ce processus de fabrication est la gravure 
chimique des métaux excédentaires puis le nettoyage de la surface. 
 
 
Figure II-40, à gauche, procédé de fabrication de la première électrode de la face recto du capteur. A droite, 
contrôle profilométrique de l’épaisseur de l’électrode créée. 
L’électrode obtenue peut être caractérisée en épaisseur au moyen d’une mesure 
profilométrique. Pour cette caractérisation, un profilomètre KLA est utilisé. Le principe de 
cette mesure est le balayage de la surface par la pointe diamantée sur une longueur l, suivant 
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l’axe X, puis l’acquisition des coordonnées (X, Z) des points est effectuée, le relevé 
topographique est présenté à la droite de la Figure II-40. A partir des coordonnées entre la 
partie métallisée et la partie nue (non métallisée), il est possible d’obtenir la hauteur de 
marche. On remarque ainsi que l’électrode créée, pour une épaisseur consigne de 230 nm, a 
en réalité une épaisseur de 221 nm, soit 4 % d’erreur probablement due à la précision des 
bords. 
b ) Fabrication de l’électrode e2 
Lors de la fabrication de la deuxième électrode du capteur, la technique conventionnelle 
ne peut être appliquée, puisqu’elle engendrerait une recouvrance de la surface totale du 
quartz, modifiant ainsi l’épaisseur de l’électrode e1. De plus, la cohésion entre deux 
bicouches métalliques n’étant pas optimum, le résultat final ne serait que très peu satisfaisant. 
Des risques de décollements et un état de surface non conforme au cahier des charges seraient 
très fortement probables. Il devient donc nécessaire que la deuxième phase de fabrication 
produise la deuxième électrode tout en recouvrant la partie du capteur déjà fabriquée et ne pas 
l’altérer. 
Ainsi, le protocole expérimental se décompose en différentes étapes : 
- Dépôt d’une couche de résine photosensible d’épaisseur 2 µm ; 
- Insolation de la couche photosensible par photolithographie afin de créer le motif de 
l’électrode ; 
- Développement de la résine insolée ; 
- Métallisation par pulvérisation cathodique ; 
A partir de la courbe de droite de la Figure II-41, une mesure de hauteur de marche est 
effectuée afin de contrôler le respect de l’épaisseur consigne e2. Nous remarquons que 
l’électrode e2 a une épaisseur de 492 nm pour une épaisseur consigne de 500 nm. De plus, 
cette mesure permet également de confirmer le protocole expérimental mis en place pour la 
fabrication des électrodes. 
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Figure II-41, à gauche, protocole expérimentale pour l'obtention de la deuxième électrode d'épaisseur e2 de la 
face recto du capteur. A droite, relevé profilométrique pour le contrôle de l'épaisseur de l'électrode fabriquée. 
c ) Fabrication de l’électrode e3 
Suivant le protocole expérimental décrit dans la partie I.4.2.2, la troisième électrode de la 
face recto du capteur sera fabriquée. La figure illustre le protocole expérimental effectué, avec 
les différentes étapes principales pour l’obtention du résultat final et donne également la 
valeur de l’épaisseur de l’électrode fabriquée grâce au relevé profilométrique. Nous mesurons 
une épaisseur de 592 nm pour une épaisseur consigne de 600 nm. Nous pouvons remarquer 
dans les cinquante premiers points pour la partie métallisée, des épaisseurs plus élevées que 
par rapport au milieu de l’électrode. Cela correspond à la frontière entre le substrat de quartz 
nu et le début de l’électrode métallisée et peut s’expliquer par un effet de bord lors de la 
fabrication des électrodes suivant le protocole utilisé. 
 
 
Figure II-42, à gauche, fabrication de l'électrode e3 de l'électrode de la face recto du capteur. A droite, relevé 
profilométrique pour le contrôle de l'épaisseur de l'électrode fabriquée. 
d ) Fabrication de l’électrode de la face verso du capteur et des connectiques 
Une fois l’électrode de la face recto totalement produite, la deuxième étape majeure dans 
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la création du capteur est la production de l’électrode de la face verso et des connections 
permettant le report d’électrode. Pour cette électrode, le procédé classique de microfabrication 
peut être utilisé, cependant, des précautions sont à prendre pour protéger l’ensemble 
d’électrodes précédemment fabriqué. Pour cela, une couche de résine photosensible de 10 µm 
est déposée sur la surface du quartz.  
 
Figure II-43, A gauche, procédé de fabrication de l'électrode verso et des connectiques. 
Une fois le capteur entièrement fabriqué, une étape de contrôle est effectuée tant au 
niveau de l’aspect général du capteur mais également au niveau des contacts électriques. Un 
contrôle électrique au niveau de l’électrode recto et de l’électrode verso est effectué. La 
Figure II-44 regroupe une photo d’ensemble du capteur, mais également des clichés obtenue 
grâce à un topographe 3D. Il s’agit de topographies 3D des deux faces du capteur. On voit sur 
le cliché du milieu la face verso du capteur, on remarque que l’ensemble des électrodes ont la 
même épaisseur puisqu’aucun gradient n’est observé. Cependant, nous remarquons un 
gradient pour le cliché de droite, qui est un cliché de la face recto, où sont présentes les 
électrodes e1, e2 et e3 et qui confirme les analyses profilométriques. 
 
 
  
Figure II-44, A gauche, Photographie du capteur obtenu, au milieu et à droite, analyse profilométrique 3D. 
II.3.2.3 Comportement électrique du capteur 
Le capteur est caractérisé électriquement à partir de mesures de son admittance complexe 
Re(Y) et Im(Y) avec un analyseur de réseau. Les courbes sont présentées à la Figure II-45. La 
présence de trois pics de résonance à trois fréquences distinctes permet de confirmer le mode 
de fonctionnement du capteur multi-électrodes. Ainsi, pour l’électrode e1, qui est l’électrode 
de plus faible épaisseur, a une fréquence de 16.65 MHz, l’électrode e2 de 16.81 MHz, et 
l’électrode e3 a quant à elle une fréquence de 16.88 MHz. Nous observons une différence de 
fréquence plus faible entre l’électrode e2 et e3 que par rapport à e1 et e2, ce qui s’explique 
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par les épaisseurs choisies. 
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Figure II-45, Spectre fréquentiel pour le capteur multi-électrodes à vide. 
L’état de ce signal électrique dépendra ensuite du dépôt effectué. L’objectif de ce capteur 
étant la détection simultanée des différentes espèc biologiques de la pathologie 
d’Alzheimer, il est nécessaire de vérifier et confirmer la capacité du capteur à détecter 
différentes espèces simultanément. Cela passe par le dépôt sur le capteur de différentes 
solutions de référence de glycérol. 
II.3.2.4 Répétabilité et reproductibilité des mesures 
Le caractère répétable des mesures du quartz est vérifié en réalisant à trois reprises la 
même mesure (dépôt d’eau). Les résultats sont présentés dans les courbes de la Figure II-46. 
On remarque que, sur quatre essais, les valeurs obtenues ne diffèrent que de 3%.  
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Figure II-46, à gauche, répétabilité des mesures à vide du capteur multi-électrodes. A droite, répétabilités des 
mesures après des dépôts d’eau à la surface du capteur multi-électrodes. 
  Chapitre II : page 88 
Les variations de fréquence, lors du dépôt de solutions sur le capteur, pour les différents 
pics sont présentées sur la Figure II-47. On peut rma quer que pour chaque solution, nous 
avons des variations de la fréquence de résonance identique à 5% près pour les trois 
électrodes. 
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Figure II-47, Variations des fréquences de résonance des trois pics pour des dépôts de solutions d’eau et de 
glycérol. 
II.3.2.5 Détection spécifique des électrodes 
L’intérêt du développement de ce type de capteur multi-détections réside dans sa 
possibilité à détecter différentes espèces cibles de manière simultanée. Nous avons remarqué, 
grâce aux études précédentes, que la détection d’une espèce était possible en submergeant la 
totalité du capteur avec la solution test. Les trois électrodes étant ainsi chargées, nous avons 
une atténuation de l’ensemble du système. Cependant, s le cas de ce travail de thèse, il a 
été prouvé que les éléments biologiques cibles (protéine tau et peptide Aβ) n’ont pas les 
mêmes propriétés physiques et mécaniques, ce qui nous permet d’affirmer que lors des essais 
de détection en milieu complexe, ces deux analytes biologiques n’auront pas le même impact 
sur les propriétés du capteur. Afin de se rapprocher de ce comportement et pour vérifier qu’il 
n’existe pas d’interférences, des dépôts successifs de 10 µL d’une solution d’eau/glycérol à 
70% en masse de glycérol sont effectués sur l’électrode de gauche, puis l’électrode du milieu 
et enfin l’électrode de droite. Nous pouvons voir les résultats obtenus sur la Figure II-48. 
Nous pouvons voir dans le cadre du dépôt sur l’électrode de gauche, nous avons une forte 
atténuation du signal, sans modifier les signaux propres aux autres électrodes. En injectant un 
autre volume de solution sur l’électrode du milieu, une atténuation du pic de résonance 
spécifique à l’électrode du milieu est observée. Enfin en chargeant totalement le quartz, nous 
remarquons une atténuation complète du signal, et ce de façon similaire entre les différentes 
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électrodes. 
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Figure II-48, Effet du dépôt de solution d'eau / glycérol à 70%m de glycérol sur les différentes électrodes du 
capteur multi-électrodes 
II.3.2.6 Protocole expérimental 
Pour permettre la caractérisation du capteur, un protocole expérimental est mis en place. 
Ainsi, dans un premier temps une mesure à vide du quartz est effectuée. Puis 200 µL d’eau 
sont déposés sur la totalité de la surface du capteur, c  qui implique l’atténuation des trois pics 
de résonance sans distinction. La Figure II-49 montre un exemple des mesures effectuées pour 
la caractérisation du capteur. Dans ce cas précis, une solution d’eau/glycérol à 60 % en masse 
de glycérol. Nous pouvons remarquer une forte atténuation entre les mesures à vide et les 
mesures en charge, mais également entre la mesure correspondant au dépôt d’eau et la mesure 
correspondant au dépôt de glycérol. Cette série de mesure est effectuée pour cinq solutions 
différentes d’eau/glycérol dont les pourcentages en masse de glycérol sont de respectivement 
0, 10, 25, 40 et 60 % en masse. 
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Figure II-49, Partie réelle et imaginaire de l'impédance du capteur multi-électrodes pour différents chargements 
à sa surface. En rouge, mesure à vide, en bleu, mesure à l'eau et en vert mesure d'une solution d'eau / glycérol à 
60%m. 
Après traitement des données, la Figure II-50 montre les valeurs moyennes du module 
visqueux G’’ pour chaque solution d’eau / glycérol déposée à la surface du quartz. Elles ont 
été obtenues après analyse des données des atténuations des signaux des trois pics de 
résonance. 
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Figure II-50, Comparaison du module visqueux pratique obtenu en fonction du module visqueux issu de la 
littérature de différentes solutions d'eau / glycérol, en fonction du pourcentage massique d’eau. 
Les valeurs expérimentales de viscosité tendent fortement vers les valeurs de la 
littérature ce qui confirme la capacité du capteur développé à détecter des solutions 
parfaitement connues et de caractéristiques contrôlées. 
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II.4  Conclusion 
Dans ce chapitre, une étude sur l’optimisation d’un transducteur monoélectrode a été 
menée. L’objectif de cette partie était l’amélioration des propriétés électriques du capteur en 
optimisant la géométrie et les dimensions des électrodes. La campagne d’optimisation a 
permis d’obtenir un design d’électrodes optimisé de forme elliptique. En effet, après 
caractérisation électro-mécanique du capteur optimisé, de meilleures performances, et des 
amplitudes de signaux plus importantes sont observées par rapport aux autres designs testés 
sous les mêmes conditions expérimentales. De plus, un travail d’amélioration de la surface de 
l’électrode, et plus particulièrement de son état topographique, a été effectué, en optimisant 
les propriétés physico-chimiques de surface. Cette étude a été conduite en effectuant des 
modifications des énergies de surface mais également la rugosité des capteurs. Il en résulte 
l’obtention d’un protocole expérimental de modificat on de surface permettant d’obtenir le 
meilleur compromis état de surface/qualité du signal de sortie. 
Afin d’augmenter la spécificité et permettre des mesur s simultanément de différents 
analytes, des transducteurs à plusieurs électrodes nt été développés durant ces travaux de 
thèse. Le choix du nombre d’électrodes est justifié par le nombre d’analytes biologiques à 
détecter au cours de notre étude. La solution choisie e t composée de trois électrodes, avec 
deux électrodes dédiées à la détection et au suivi d’é olution des protéines tau et Aβ, et une 
troisième électrode qui fait office de référence lors des mesures expérimentales. Les procédés 
technologiques pour la réalisation de prototypes ont été présentés. Les différentes 
caractérisations ont montré la faisabilité d’un tel système à détecter des analytes, en montrant 
le caractère répétable et reproductible des mesures, tout en assurant un caractère indépendant 
au fonctionnement des différentes électrodes du système. Ces résultats sont validés par la 
concordance des valeurs expérimentales avec les valeurs connues de la littérature lors 
d’expérimentations sur des solutions dont les propriétés physico-chimiques sont connues. 
Dans la suite de ce manuscrit de thèse, des essais de détection sont effectués en milieu 
biologique complexe pour confirmer la capacité du capteur mono-électrode dans un premier 
temps, et multiélectrodes dans un second temps, à détecter les protéines d’étude dans leurs 
différentes conformation 3D. 
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Dans ce chapitre, seront présentés les résultats de dét ctions de protéines, 
particulièrement le suivi de polymérisation des protéines spécifiques à la maladie 
d’Alzheimer (tau et Aß) avec un capteur à ondes acoustiques en mode rhéomètre tels que ceux 
développés et présentés dans le chapitre précédent. L s détections ont été réalisées sans 
fonctionnalisation de surface, c’est-à-dire que le capteur n’aura pas subi de traitement de 
surface pour augmenter de façon préférentielle sa sélectivité. Un suivi de la polymérisation 
avec un capteur à une électrode sera réalisé à température ambiante et comparé aux données 
de la littérature. Une étude similaire sera menée pour suivre la polymérisation de la protéine 
Aß. 
III.1  Suivi de la polymérisation de la protéine tau 
III.1.1  Le peptide VQIVYK 
Ce travail de thèse a été effectué en collaboration avec le laboratoire IGDR dans l’équipe 
Traduction et Repliement de l’université de Rennes 1 (Christian Delamarche), dont les 
travaux de recherches se focalisent sur la polymérisation de la protéine tau, et plus 
particulièrement sur une séquence peptidique de cett protéine, l’héxapeptide 306-VQIVYK-
311. Il est constitué de l’enchainement de six acides aminés, à savoir Valine-Glutamine-
Isoleucine-Valine-Tyrosine-Lysine. Le choix de ce peptide est justifié par le fait qu’il est le 
peptide le plus petit capable de générer des fibres p é entant des structures identiques aux 
fibres hélicoïdales (Paired Helical Filament) [87][88]. Les origines des dégénérescences 
neurofibrillaires, explicitant la structure de la protéine tau et le procédé d’agrégation menant à 
la formation des fibres pathologiques, sont présentées en Annexe C. La facilité de fibrillation 
de cet héxapeptide sans l’apport de produit inducteur, va permettre de simuler sous différentes 
conditions expérimentales la formation des fibres insolubles. Des modèles de la cinétique de 
polymérisation ont été établis en fonction de la concentration en espèce réactive en solution. 
Les peptides utilisés dans cette étude sont des peptides synthétiques achetés chez la 
société Genepep®, ils sont fournis à l’état lyophilisé. Les peptides sont resuspendus dans de 
l’eau distillée et après dosage, le stock obtenu est à une concentration de 4,7 mM. 
La veille des expérimentations, le stock initial de p ptide est dilué pour avoir une 
concentration de 1 mM et conservé à 4°C pour une durée de 10 heures. Afin de préparer les 
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solutions de peptides, un tampon de polymérisation (MOPS 10 mM, NaCl 150 mM, pH = 7,2) 
mais également de l’eau distillé sont ajoutés.  
III.1.2  Suivi des paramètres viscoélastiques du peptide VQIVYK à 22°C 
Afin de simuler différentes étapes de la polymérisation du peptide VQIVYK, plusieurs 
solutions à des concentrations représentatives de chaque phase de la polymérisation (Figure 
III-1) sont déposées sur la surface du capteur. Trois phases peuvent ainsi être identifiées : la 
phase de nucléation, d’élongation et la phase de plateau. La phase de nucléation est l’étape de 
la formation de noyaux protéiques à partir des monomères. L’étape d’élongation marque un 
état transitoire dans la polymérisation des fibres biologiques. En effet, les noyaux vont 
s’autoagréger pour former des oligomères puis protofibrilles. Enfin, dans la phase de plateau, 
la formation de fibres matures sera le point d’orgue de la polymérisation. On atteint un 
équilibre dans la réaction, où fibres matures polymérisées cohabitent avec des noyaux 
protéiques non polymérisés. 
 
Figure III-1, Modèle du processus de l'agrégation du peptide VQIVYK. 
 
Des études biologiques [89] ont permis de mettre en avant les concentrations critiques 
des changements de conformation des protéines en effectuant des dosages des solutions 
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protéiques aux différentes concentrations, et en couplant ces dosages à des analyses par 
microscopie électronique par transmission.  
Ainsi, le modèle biologique de la cinétique de polymérisation est caractérisé par trois 
concentrations : 
• la concentration critique de nucléation, CCN, où les peptides libres vont former des 
noyaux de nucléation ; 
• la concentration critique d’assemblage, CCAi, qui est la concentration à partir de 
laquelle les noyaux de protéine vont s’assembler pour f rmer des oligomères et 
protofibrilles ;  
• la concentration CCaf qui est la concentration d’assemblage à partir de laquelle la 
réaction rentre dans la phase de plateau.  
Le Tableau 3 donne les concentrations représentatives de chaque stade de la 
polymérisation qui ont été choisies pour cette étude. 
Concentration (µM) Phase 
30 Phase de nucléation 
60 Phase de nucléation 
120 Phase d’élongation 
240 Phase de plateau 
480 Phase de plateau 
Tableau 3, Concentrations des solutions de peptide VQIVYK pour le suivi cinétique de la polymérisation. 
Pour calibrer chaque expérimentation et afin de s’assurer du fonctionnement correct du 
capteur, une solution d’eau de 200 µL de volume est déposée à la surface du capteur pendant 
140 min jusqu’à la stabilisation du système, comme le montre le cas présenté à la Figure III-2. 
Puis un dépôt de 200 µL de tampon de polymérisation est effectué à la suite du dépôt d’eau 
pure. C’est à partir de ce second dépôt (voir Figure III-2) que les signaux correspondant aux 
peptides pourront être comparés. Dès que le signal du le tampon de polymérisation est stable, 
il est retiré du système puis un échantillon de peptid  est déposé et le suivi de la 
polymérisation des fibres débute. Le système de mesure permet de réaliser un suivi temporel 
de l’impédance complexe du capteur en fonction des dépôts qui sont effectués. C’est à partir 
de ces données, et au travers d’un traitement du signal dédié, que l’extraction des paramètres 
viscoélastiques sera réalisée.  
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Figure III-2, Suivi temporel de l’impédance du quartz (paramètres Rc et Xc) en fonction du dépôt. De 0 à 140 
min, dépôt de 200µL d'eau, de 140 à 250 min dépôt de 200 µL de MOPS et de 250 à 400 min dépôt de la 
solution protéique. 
Après extraction des paramètres viscoélastiques des solutions de peptide, nous obtenons 
la cinétique de fibrillation du peptide en fonction du temps pour chaque concentration (Figure 
III-3). Pour les concentrations les plus faibles, 30 et 60 µM, qui correspondent à des 
concentrations en phase de nucléation, nous pouvons remarquer une très faible variation du 
module élastique de ces solutions. Ce qui s’explique par de très faibles changements de 
conformations des protéines d’étude. Pour la solution de 120 µM de concentration, nous 
pouvons remarquer une forte variation du module élastique au cours du temps, qui va être 
spécifique de la formation de protofibrilles au cours de temps, à partir des noyaux protéiques. 
Enfin pour les concentrations les plus élevées (240 et 480 µM), nous remarquons une très 
forte augmentation du module élastique au cours de temps jusqu’à atteindre une valeur palier, 
ce qui est spécifique de la polymérisation complète du système et de l’atteinte d’un équilibre 
biologique. 
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Figure III-3, Module élastique G’ du peptide VQIVYK, en fonction du temps et paramétré par la concentration 
du peptide pour une température de T=22°C. 
La Figure III-4 présente le module élastique, à l’atteinte de la stabilisation du signal, des 
solutions de peptides en fonction de leur concentration. Il peut être remarqué que, pour les 
faibles concentrations entre 0 et 60 µM, le module élastique varie peu, de 0,1 à 0,2 kPa. Cela 
est confirmé par le fait qu’à ces concentrations le peptide est en phase de latence : hormis 
l’agglomération des peptides libres en noyaux, aucun autre changement de conformation n’est 
avéré. Pour la concentration intermédiaire (120 µM)correspondant à l’agglomération des 
noyaux en oligomères puis en protofibrilles, l’élasticité augmente, signe d’un changement de 
conformation. Enfin, pour les plus fortes concentrations, entre 240 µM et 480 µM, nous 
sommes purement dans la phase de plateau. Cela peut s’observer par le fait de la très forte, et 
très rapide augmentation du module élastique au cours du temps, jusqu’à atteindre un palier à 
0,9 kPa.  
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Figure III-4, Module élastique des solutions de peptide en fonction de leur concentration. Régression réalisée à 
partir d’une sigmoïde d’asymptotes G’ = 0 et le G’ = G’ (concentration expérimentale maximale). 
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Les données obtenues avec le capteur (Figure III-4) sont en adéquation avec le modèle 
biologique connu. Ces résultats permettent de valider le capteur comme outil permettant 
d’identifier les différents stades de la polymérisation de la protéine tau.  
De plus, le capteur permet de quantifier la polymérisation en termes de module visqueux. 
L’augmentation du module visqueux peut être observée en fonction de la concentration 
protéique à la Figure III-5. Plus la concentration sera élevée, ce qui correspond à des états de 
fibrillation avancée (système composé de fibres matures), plus le module visqueux va 
augmenter jusqu’à atteindre un palier, correspondant à l’atteinte de l’équilibre du système 
biologique et de l’arrêt de sa polymérisation. Cela s’explique du fait du changement de 
conformation de la solution d’étude. Aux faibles con entrations, le système présente une 
structure quasiment similaire au tampon de polymérisation, du fait de l’unique présence de 
peptide libre en solution. Dès lors l’augmentation de la concentration, de la polymérisation 
des peptides en oligomères puis fibres matures va résulter l’augmentation de du module 
visqueux. Ces résultats, en conformité avec ceux obtenus par les biologistes [89], appuient 
encore la validité du système. 
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Figure III-5, Suivi cinétique de du module visqueux des solutions peptidiques (tau) en fonction du temps et de la 
concentration peptidique et du temps. 
 
Les paramètres viscoélastiques extraits ont permis de retrouver les états du modèle de la 
protéine tau. Afin de vérifier les états de chaque solution déposée sur le capteur, des images 
AFM ont été réalisées et sont présentées Figure III-6.Elle présente un modèle de cinétique de 
la formation de fibre amyloïde en fonction de la con entration. La cinétique forme une 
sigmoïde qui, comme on l’a déjà vu Figure III-4, peut être décomposée en trois phases 
majeures, la phase de nucléation (ou phase de latence), la phase d’élongation et la phase de 
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plateau. Les monomères vont s’agréger entre eux pour former des noyaux de nucléation. 
Pendant la phase d’élongation, les noyaux vont continuer à s’assembler pour former des 
oligomères et des protofibrilles. Dès l’état de fibres matures obtenu, un équilibre est atteint ce 
qui nous place dans la dernière phase de croissance qui est la phase de plateau.  
 
Figure III-6, Modèle de cinétique de la polymérisaton de la protéine tau. 
 
Les états initiaux et finaux, correspondant à des états noyaux et des états de fibres 
matures sont connus et très étudiés dans la littérature. Cependant les états intermédiaires 
restent très largement méconnus, puisque qu’ils vont dépendre de la séquence peptidique 
d’étude, mais également des conditions expérimentales, comme la température, la 
concentration, les milieux de culture, etc.  
Les solutions protéiques ont également été vérifiées par des mesures de 
spectrophotométrie, méthode d’analyse qui permet de déterminer l’absorbance de solutions 
chimiques ou biologiques. L’absorbance (A) qui est la capacité d’une solution à absorber la 
lumière, dépend de la nature et de la concentration de la solution à caractériser, mais 
également de la longueur d’onde à laquelle elle est caractérisée. Pour réaliser ces mesures, la 
solution est insérée dans une cuve transparente, qui est parcourue par une lumière 
monochromatique d’intensité connue I0. A partir d’une mesure de l’intensité de la lumière 
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transmise I, il est possible d’extraire l’absorbance, telle que l’exprime l’équation (6) : 
 (  	 log,',  (6) 
Les mesures sont faites grâce à un spectrophotomètre double faisceau dont le schéma de 
principe est illustré à la Figure III-7.  
 
Figure III-7, Schéma de principe du spectrophotomètre double faisceau. 
Les spectres ainsi obtenus sont présentés à la Figure III-8. Nous pouvons remarquer que 
plus la concentration en protéine tau est élevée, plus la turbidité des solutions augmente. Nous 
pouvons également remarquer à 200 nm un pic propre aux acides aminés du peptide, par 
exemple, le pic à 270 nm est la signature de l’acide aminé aromatique. De plus, nous pouvons 
remarquer que l’absorbance des solutions augmente avec la concentration des solutions à 
350 nm, ceci est observable en comparant les mesures à 30, 120 et 240 µM.  
 
Figure III-8, Spectres d’absorbances 200-500 nm de solutions de protéine tau à différentes concentrations. 
 
Grâce aux mesures de spectrophotométrie, l’effet de la concentration des peptides peut 
être confirmé. Ainsi, la solution à 240 µM de peptide possède une absorbance plus élevée que 
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les solutions de 30 et 120 µM. Un essai supplémentair  a été réalisé pour mettre en avant 
l’effet du NaCl sur le peptide. Pour cela, une solution de peptide à 240 µM de concentration 
est préparée sans NaCl en solution. Nous pouvons remarquer un signal plus faible de 
l’absorbance que pour les solutions de même concentration avec du sel en solution. Les deux 
méthodes de caractérisation des solutions ont bien permis de confirmer la teneur de chaque 
solution et contribue à la validation du capteur. 
De nombreux paramètres influent sur les polymérisations, comme la température ou le 
taux de sel, ce sont ces variations qui seront présent es dans les parties suivantes. 
III.1.3  Effet de la température sur la cinétique de polymérisation 
La température est un des paramètres importants de l’environnement pouvant modifier la 
cinétique de polymérisation et le comportement des protéines [90], [91]–[93]. Afin de mettre 
en évidence l’impact de la température sur la polymérisation à la température du corps 
humain, une étude a été réalisée [94]. 
La Figure III-9 montre le module visqueux et l’élasticité moyenne en fonction de la 
concentration de peptides et pour les deux températures 22 et 37°C. On peut tout d’abord 
remarquer que le module visqueux augmente de façon linéaire avec la concentration 
peptidique, et ce quelle que soit la température d’expérimentation. Cependant, nous pouvons 
remarquer une augmentation globale des valeurs de viscosité pour une même concentration 
entre les deux températures. Il semblerait que les protéines, à une température plus élevée, 
présentent des viscosités supérieures quelle que soient leurs conformations structurales. 
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Figure III-9, Modules visqueux des solutions de peptid  VQIVYK à différentes concentrations et à des 
températures de 22 et 37°C. 
 
En s’intéressant à l’élasticité, il peut être établi que l’élasticité générale suivant la 
concentration en peptide en solution augmente également avec la température et ce de façon 
plus importante. Cependant, l’allure générale de la cinétique de polymérisation reste une 
sigmoïde, où l’on retrouve les phases de latence, les phases d’élongation et les phases de 
plateau. Cependant comme pour le module visqueux, l’élasticité présente des valeurs plus 
importantes à 37°C qu’à 22°C.  
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Figure III-10, Elasticité moyenne des solutions de peptide VQIVYK à différentes concentrations pour deux 
températures expérimentales. Régression réalisée à partir d’une sigmoïde d’asymptotes G’ = 0 et le 
G’ = G’ (concentration expérimentale maximale). 
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Il semble clair que la cinétique globale de la polymérisation n’est pas modifiée par 
l’augmentation de température. Par contre les paramètres viscoélastiques présentent des 
valeurs plus élevées montrant une modification des caractéristiques globales liées aux 
différences de conformations. 
Ainsi, nous pouvons remarquer que la température modifie les paramètres 
viscoélastiques mais ne modifie pas la cinétique globale de la polymérisation des peptides 
VQIVYK. Ces résultats constituent une référence car les paramètres viscoélastiques sont pour 
la première fois établis à 37°C.  
Cependant ce n’est pas l’unique facteur pouvant modifier la polymérisation des peptides 
en fibres matures. En effet, la polymérisation des p ptides est induite par l’ajout de sel, qui est 
contenu dans le tampon de polymérisation. 
III.1.4  Effet de la salinité du tampon sur la polymérisation 
L’apport de sel NaCl contenu dans le tampon de fibrillation permet d’amorcer la réaction 
de polymérisation du peptide d’étude. En effet, sans sel, le peptide reste sous une forme de 
peptide libre et sa conformation structurale ne sera pas modifiée dans le temps. Pour cela, des 
essais ont été réalisés en faisant varier la concentration de NaCl dans le tampon de fibrillation. 
Les solutions de tampon de fibrillation avec des concentrations de NaCl différentes ont été 
réalisées à partir d’une solution de tampon MOPS sans sel dans lequel ont été rajoutés 
différents volumes de NaCl afin de procéder aux bonnes dilutions. Pour la réalisation de cette 
étude, les solutions de peptides VQIVYK ont une concentration de 120 µM. Le choix de cette 
concentration est justifié par le fait que les peptides à cette concentration pourront former des 
oligomères suivant les conditions expérimentales.  
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Figure III-11, Suivi cinétique des paramètres viscoélastiques lors de la polymérisation du peptide VQIYK en 
fonction de différentes solutions de tampon de polymérisation. 
La Figure III-11 permet de mettre en évidence l’action du NaCl sur la polymérisation du 
peptide VQIVYK. Nous pouvons remarquer que pour des échantillons de peptide solubilisé 
dans du tampon sans sel, la polymérisation n’est pas induite. On peut remarquer cela au fait 
que le module visqueux et l’élasticité ne varient pas au cours du temps. Ainsi, le peptide reste 
sous forme de peptide libre. 
A partir du moment où du sel est présent en solution, la réaction de polymérisation est 
initiée du fait de l’augmentation des paramètres viscoélastiques des échantillons au cours du 
temps et de la cinétique caractéristique de la polymérisation. Comme le montre la courbe 
correspondant à l’échantillon protéique préparé avec une solution de NaCl à 150 mM. 
Il apparaît clairement que le capteur à ondes acoustique  à une électrode en mode 
rhéomètre permet de suivre la polymérisation de la protéine tau à 22°C, de remonter aux 
conformations des protéines et de retrouver les modèles établis par les biologistes. Le module 
visqueux a également pu être déterminé quel que soit le stade de la polymérisation. Dans un 
deuxième temps, l’outil étant validé, il a pu être réalisé un suivi de polymérisation à 37°C 
montrant une cinétique similaire à celle réalisée à 22°C avec des paramètres viscoélastiques 
plus élevés, ces résultats représentent une réelle avancée dans la connaissance de cette 
polymérisation. 
La maladie d’Alzheimer est étroitement liée à la détection et à la compréhension des 
phénomènes de polymérisation de deux protéines : la protéine tau qui a fait l’objet des parties 
précédentes et le peptide Aß qui va faire l’objet de la suite. 
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III.2  Suivi de polymérisation du peptide Aß 
III.2.1  Mécanismes d’agrégation du peptide Aβ 
III.2.1.1 Production du peptide Aβ 
La protéine amyloïde Aβ, décrite pour la première fois en 1984 [95] comme étant 
responsable de la formation des plaques séniles, est le résultat du clivage de la glycoprotéine 
transmembranaire βAPP. Deux enzymes, la β-sécrétase et la γ-sécrétase, vont conjointement 
cliver βAPP et qui permettront d’obtenir de trois fragments protéiques, le fragment C-
terminal, le fragment N-terminal ainsi que le peptide amyloïde Aβ [15][96]. Dans un premier 
temps, la β-sécrétase va cliver la glycoprotéine βAPP du côté N-terminal au niveau de l’acide 
aminé 671, permettant la libération d’un fragment protéique soluble, APPs-β. Puis la γ-
sécrétase va cliver, du côté C-terminal, la glycoprotéine βAPP au niveau des acides aminés 
711 ou 713. Cela aura pour incidence de créer deux fragments protéiques, le peptide Aβ 40 ou 
42, suivant le site de clivage de la γ-sécrétase, et un fragment protéique intracellulaire. Le 
peptide Aβ 42 va cependant s’agréger plus facilement, et sa production sera inhibée dès lors la 
maladie déclarée. Cette voie de production des peptides Aβ est dite « amyloïdogénique » 
[97][98]. Il existe une voie non pathogène, dite « non-amyloïdogénique ». Dans cette seconde 
voie, l’α-sécrétase clive l’APP au niveau de l’acide aminé 687, qui sécrétera un fragment 
soluble dans le milieu cellulaire, l’APP-α. Puis la γ-sécrétase va cliver le fragment résiduel 
encore maintenu dans la membrane cellulaire au niveau d s acides aminés 711 ou 713. Il en 
résultera le relargage d’un fragment p3 non pathogène dans le milieu cellulaire [98][99]. 
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Figure III-12. Schématisation de la voie « non-amyloïdogénique » et de la voie « amyloïdogénique » à partir de 
la glycoprotéine transmembranaire APP. 
 
Si dans sa forme non clivée, le peptide Aβ assure un rôle physiologique non pathogène, 
quand il se retrouve sous forme de peptide libre, il peut devenir toxique et induire la 
formation de plaque sénile entrainant la mort neuronale. En effet, certaines études ont pu 
mettre en avant la fonction de lien entre les fragments N-terminal et C-terminal qui eux ont 
des rôles biologiques bien spécifiques. Ainsi, lorsqu’il est présent en très faible quantité le 
peptide Aβ n’induira pas de dégénérescence. Cependant, la présence du peptide en plus 
grande concentration va provoquer des troubles biologiques qui seront à l’origine de la 
formation des oligomères, puis des plaques séniles. 
 
III.2.1.2 Cascade amyloïde 
Si l’agrégation du peptide Aβ conduit à l’apparition des phénomènes de pertes 
neuronales et synaptiques avec la polymérisation de la protéine tau, des études biologiques 
ont pu mettre en évidence que l’agrégation du peptid  Aβ est le facteur déclenchant des signes 
d’apparition de la maladie d’Alzheimer. L’hypothèse principale expliquant l’accumulation des 
fragments de peptide et leurs modifications de structu e conduisant aux neurodégénérescences 
est la cascade amyloïde. Cette cascade décrit les évènements biologiques pouvant à terme être 
à l’origine de la mort neuronale.  
L'agrégation de l'amyloïde-β se passe en plusieurs étapes faisant intervenir différents 
états structuraux tels que les feuillets β, les oligomères, les fibrilles et les plaques amyloïdes 
[101]. Ces différentes conformations ont un impact différent sur les neurones. Les fragments 
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Aβ solubles vont s’agréger sous forme de feuillets β. Ces feuilles β vont produire les 
oligomères solubles qui auront un poids moléculaire plus élevé et qui formeront les fibres 
insolubles qui seront à l’origine des dépôts amyloïdes. 
A partir des oligomères, il existe deux voies différentes pouvant amener à la mort 
neuronale, puis à la démence. Les oligomères, étantcytotoxiques, conduisent directement à la 
mort neuronale. Cependant, ils peuvent également produire des fibrilles puis des plaques 
amyloïdes, qui sous l’action d’une inflammation des neurones ou le démarrage des 
dégénérescences neurofibrillaires vont conduire à une mort neuronale puis à une démence. 
 
Figure III-13, Hypothèse de la cascade amyloïde [102]. 
III.2.2  Suivi rhéologique de la polymérisation du peptide Aβ 
La partie précédente vient de montrer l’intérêt de s’intéresser au peptide Aß dans le cadre 
de la maladie d’Alzheimer. L’objectif de cette partie est de détecter les différentes 
concentrations des peptides Aβ, et de suivre la polymérisation de ces derniers pour la 
formation des feuillets β et des oligomères. Pour cela, des solutions de peptides Aβ sont 
préparées en réalisant des dilutions des solutions avec de l’eau distillée pure pour obtenir les 
concentrations voulues.  
Les concentrations choisies dans cette étude sont comprises dans une plage de 30 à 
480 µM. 
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La Figure III-14 montre le suivi cinétique du module élastique en fonction du temps 
paramétré par la concentration en peptide Aβ. On peut remarquer pour les faibles 
concentrations en peptides une très faible variation du module élastique car le peptide Aβ est 
encore sous forme de peptide soluble. Cependant à partir de 240 µM, nous pouvons observer 
l’augmentation du module élastique au cours du temps. Cela peut s’expliquer par la 
polymérisation du peptide Aβ en feuillets β et en oligomères. De plus nous pouvons 
remarquer l’atteinte d’un palier à partir duquel l’état conformationnel des peptides et fibres 
formés, ne sera plus modifié. Grâce à la courbe de droite de la Figure III-14, nous remarquons 
également que la polymérisation du peptide Aβ suit une tendance sigmoïdale avec l’obtention 
du palier maximale à 9 kPa. 
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Figure III-14, Suivi cinétique du module élastique en fonction du temps et de la concentration en peptid  Aβ. 
La Figure III-15, décrivant l’évolution du module visqueux au cours du temps, va 
permettre également de confirmer les résultats précédents. En effet, nous pouvons remarquer 
que pour les plus faibles concentrations, nous n’avons pas de variation de viscosité, ce qui est 
significatif de la non modification de l’état struct ral des solutions peptidiques. Pour les 
concentrations les plus élevées, nous retrouvons une a gmentation de du module visqueux au 
cours de temps, ce qui est révélateur de la formation des fibres, et plus particulièrement de 
l’agrégation des peptides libres entre eux. 
Il est à souligner que cette étude constitue une première approche en matière de 
sensibilité du capteur car les concentrations de peptides testées pour Aß sont plus élevées que 
celles réellement présentes dans le milieu à tester. 
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Figure III-15, Suivi de du module visqueux du peptide Aß en fonction du temps et de la concentration en peptide 
Aβ. 
 
Il apparaît clairement qu’il est possible avec le capteur à ondes acoustiques à une 
électrode ronde de suivre la polymérisation du peptid  Aß intervenant dans la maladie 
d’Alzheimer, et d’extraire à chaque instant les paramètres viscoélastiques. Il a été montré 
qu’il est possible de retrouver la cinétique représentée par des modèles biologiques pour les 
deux biomarqueurs que sont la protéine tau et le peptide Aß à 22°C. Grace à cette validation 
du capteur, il a pu être réalisé un suivi de polymérisation de la protéine tau à 37°C jusqu’alors 
inconnu. Ces suivis de polymérisation des deux biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer ont 
été réalisés dans des milieux simples, dans lesquels il n’y avait pas d’autres analytes. Or ces 
détections visent à être réalisées en milieu complexe où la protéine tau et le peptide Aβ sont 
présents parmi un nombre important d’analytes. 
III.3  Détection en milieu complexe 
Le capteur utilisé permet de mettre en évidence les différentes conformations des 
protéines à l’origine de la maladie d’Alzheimer. Ces résultats ont été obtenus in vitro, avec 
des solutions ne contenant que les protéines cibles. C pendant, la détection de ces espèces 
cibles doit être réalisée dans leur milieu physiologique, à savoir le liquide céphalo rachidien 
(LCR) et le plasma sanguin, ils vont être décrits dans l partie suivante. 
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III.3.1  Milieux physiologiques pour les biomarqueurs  
Des études actuelles ont permis de mettre en évidence la présence des fibres amyloïdes et 
de la protéine tau dans le LCR et le sang [103][34], [104]–[106], ce qui constitue ne des 
principales voies à explorer pour développer des outils de diagnostic pour détecter 
précocement la maladie d’Alzheimer. Dans cette partie, les deux milieux seront décrits puis 
des suivis en milieu complexes seront présentés. 
III.3.1.1 Liquide céphalo rachidien 
Le liquide céphalo rachidien, aussi appelé liquide cérébro-spinal est un fluide biologique 
complexe qui se trouve dans les méninges, et dans lequel est contenu le cerveau et la moelle 
spinale. Le LCR a pour principale fonction d’absorber et d’amortir les mouvements et les 
chocs qui risqueraient de causer des séquelles au cerveau. Le LCR a également une fonction 
biologique, ainsi il permettra également le transport des nutriments et hormones entre le 
cerveau et le système nerveux central. Il va ainsi participer à l’élimination des métabolites 
cérébraux et également à l’apport de nutriments aux cellules nerveuses et gliales. Ainsi, il 
permettra le maintien du pH, de la composition protéique et hormonales de l’enviro nement 
cellulaire [107][108]. 
 
Figure III-16, Positionnement du LCR dans le cerveau (zone bleue sur la coupe) et sens de circulation de ce 
milieu complexe [109]. 
Chez l’adulte sain, le volume total de LCR est de 140 mL +/-30 mL, il est d’une couleur 
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transparente avec un taux de renouvellement de 170 mL par jour. Des études ont établi 
qu’avec sa circulation, le LCR ne ferait qu’un seul passage dans le cerveau. Il est composé à 
99 % d’eau puis en moindre proportion en protéines (0,4 g/L), en glucose et en chlorures, ce 
qui fait que le LCR est proche en composition du plasma sanguin. 
Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, la concentration en peptide Aβ aura tendance à 
diminuer et la concentration en protéine tau à augmenter. Cependant, la concentration de tau 
dans le sang est corrélée avec l’intensité de la dégénérescence neuronale et du dommage 
neuronal établi. 
III.3.1.2 Plasma sanguin 
L’intérêt de développer des outils de diagnostic à partir du sang est expliqué par le fait 
que chaque jour un certain volume de LCR passe dans la circulation sanguine et que dès le 
déclenchement de la pathologie, la frontière hémato-encéphalique est altérée, augmentant le 
flux de LCR dans le sang. Cependant la difficulté majeure pour l’utilisation du sang comme 
fluide de détection réside dans les très faibles concentrations des protéines cibles de la 
maladie d’Alzheimer. Cependant pour le moment, la sensibilité des outils de diagnostic basés 
sur ce fluide n’est que de 64 % par rapport à la sensibilité moyenne de 86 % des outils avec le 
LCR. 
Avec les globules blancs, rouges et les plaquettes, le plasma sanguin est un des 
constituants du sang, et est, en particulier, le composant liquide du sang. Le plasma sanguin 
est composé d’eau, d’ions et de molécules transportés à ravers l’organisme. On trouvera ainsi 
du glucose, des lipides mais également des protéines (dont les protéines cibles à la maladie 
d’Alzheimer), c’est également dans le plasma que circuleront les impuretés telles que les 
résidus de pesticides ou de métaux lourds, mais aussi les médicaments. 
III.3.2  Sensibilité du capteur aux caractéristiques du milieu 
III.3.2.1 Caractérisation des milieux complexes 
La première étude réalisée concerne la détection de différentes concentrations de milieu 
complexe, du sérum pour permettre de quantifier et tester sensibilité du capteur. Pour cela, des 
solutions de HSA, pour Human Serum Albumin et de BSA, pour Bovin Serum Albumin sont 
utilisées. Afin de faire varier la concentration des sérums physiologiques, ils sont dilués dans 
le tampon de fibrillation utilisé pour la polymérisation de la protéine tau. Ainsi des 
expériences avec des dépôts de sérums pour des concentrations entre 10 % et 100 % ont été 
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réalisées. Les résultats sont présentés Figure 81. 
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Figure III-17, Variation du module élastique (à gauche) et du module visqueux (à droite) moyenne en fonction 
du pourcentage de HSA en solution. 
Nous pouvons remarquer que le module élastique et l module visqueux augmentent 
linéairement avec la concentration. Ce qui concorde av c les attentes, puisqu’à des 
concentrations élevées, le sérum est plus riche en protéines et éléments biologiques. De plus, 
l’effet du tampon lors des dilutions peut avoir des incidences néfastes sur la structure des 
éléments compris en solution. Dans le cadre du deuxième plasma testé, nous pouvons 
remarquer les mêmes tendances, avec l’augmentation du module visqueux et du module 
élastique avec la concentration en sérum, comme le ontre la Figure III-18. 
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Figure III-18, A gauche, variation du module élastique moyenne du sérum BSA suivant différentes 
concentrations, à droite, variation de du module visqueux de différentes solutions de sérum BSA. 
Ces résultats caractérisent la sensibilité du capteur aux variations des paramètres de 
milieux complexes.  
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III.3.2.2 Détection de protéines en milieu complexe 
 
Des essais de détection de la protéine tau en milieu complexe ont été réalisés sans 
fonctionnalisation de surface avant de réaliser lesmêmes expériences avec la 
fonctionnalisation. De plus, les solutions protéiques sont diluées dans le sérum HSA, le 
comportement étant connu dans le tampon biologique MOPS, les dilutions peuvent entrainer 
des modifications conformationnelles des fibres protéiques. La Figure III-19 présente ainsi les 
résultats obtenus pour quatre solutions : une solution pure de tampon HSA, une solution de 
tampon HSA diluée à 90 % dans du MOPS et deux solutions de protéines à 120 et 480 µM, 
préparées dans du sérum HSA à 10 %m massique dans du MOPS.  
Nous pouvons ainsi remarquer une nette différence etre les deux solutions de tampon 
HSA pure et diluée. Nous remarquons ensuite des viscosités différentes pour les deux 
solutions protéiques. Cependant, une variation de 100 Pa est observée entre ces deux 
solutions, avec une viscosité plus importante pour la protéine la plus concentrée, qui 
s’explique par la présence de fibres protéiques matures en solutions, qui ne sont pas encore 
présentes dans la solution de 120 µM.  
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Figure III-19, A gauche, suivi du module visqueux en fonction des solutions protéiques au cours du temps. A 
droite, modules visqueux pour les différentes solutions. 
 
La problématique de l’étude est le développement d’un outil de suivi de polymérisation 
des protéines qui sont aux origines des dégénérescences propres à la maladie d’Alzheimer. 
Comme il a été spécifié, il existe deux biomarqueurs protéiques qui peuvent être synonymes 
de cette pathologie. Le développement d’un outil de dét ction simultanée de ces deux analytes 
est nécessaire afin de rendre le système sélectif à une cible dans un milieu complexe qui en 
contient beaucoup, il passe par le développement d’un transducteur multi-électrodes comme 
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on l’a vu dans le chapitre précédent. Des premiers essais de suivi de différentes concentrations 
de protéines ont été réalisés sur les transducteurs m lti-électrodes et sont présentés dans le 
paragraphe suivant. 
III.4  Détection avec le transducteur à trois électrodes 
Des essais préliminaires ont été réalisés sur les capteurs multiélectrodes fabriqués au 
cours de cette thèse afin de vérifier leurs sensibilités. Pour cela, des mesures à vide du 
système sont réalisées, afin de calibrer le système. Des volumes de 3 µL d’eau, sont déposés 
sur chaque électrode. Puis l’eau est retirée et deux épôts de solutions de protéines tau aux 
concentrations extrêmes (30 et 480 µM) sont effectués. Des mesures de l’impédance du 
quartz, il est possible d’extraire les paramètres viscoélastiques des solutions. La Figure III-20 
présente le module visqueux au cours du dépôt des solutions de protéines tau (à gauche) et ce 
même module visqueux (à droite) en fonction des différentes solutions. Il apparaît que les 
valeurs d’élasticité et de viscosité extraites correspondent à celles réalisées avec un 
transducteur à une électrode, validant le système multi électrodes. Cependant, des différences 
peuvent être constatées par rapport aux résultats trouvés avec le capteur mono-électrode. Ces 
différences peuvent s’expliquer par une concentration de tampon différente utilisée entre les 
deux études. En effet, le tampon MOPS utilisé dans cette dernière étude était cinq fois plus 
concentré que lors des essais antérieurs, modifiant la cinétique de polymérisation des 
protéines. 
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Figure III-20, A gauche, suivi du module visqueux a cours du temps pour les différents dépôts de solution de 
protéines tau à la surface des électrodes. A droite, module visqueux G’’ des différentes solutions. 
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Une deuxième série de mesure a été effectuée en modifiant les conditions 
expérimentales. Comme le montre la Figure III-21, si dans un premier temps la solution de 
30 µM a été déposée sur l’électrode du milieu et la solution de 480 µM a été déposée sur 
l’électrode de droite, les sites de dépôts ont été inversés dans le cas de la deuxième série de 
mesures. Le but de cette manipulation était la vérification du fonctionnement du capteur, mais 
également de montrer sa capacité à retrouver les mêmes résultats. 
 
Figure III-21, Procédé expérimental de détection de solutions protéiques avec le capteur multi-électrodes. 
Les résultats obtenus sont présentés dans le Tableau 4. On remarque tout d’abord une très 
forte similitude des valeurs, avec des variations de viscosité entre 1 et 3 %, entre les deux 
séries de mesure. Ainsi, il est possible de conclure que le système à trois électrodes a une 
sensibilité du même ordre de grandeur que le capteur à une électrode, validant ainsi le 
système pour le suivi des paramètres viscoélastiques lors d’une polymérisation de protéines. 
Tableau 4, Modules visqueux (en kPa) en fonction des concentrations en protéines et de la série de mesure. 
  
 Modules visqueux (en kPa) 
Echantillon Série 1 Série 2 
Référence 92,18 93,79 
Protéine 30 µM 99,10 101,79 
Protéine 480 µM 235,99 237,98 
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III.5  Conclusion 
Les résultats expérimentaux présentés dans ce chapitre ont permis de démontrer la 
faisabilité du suivi des réactions de polymérisation des protéines tau et Aß. Les premières 
manipulations ont consisté à déposer successivement sur le capteur des solutions de 
monomères et de polymères. A 22°C, elles ont permis de suivre le module élastique de 
différentes solutions de protéines tau représentatives d’une polymérisation. Les résultats 
obtenus et leur comparaison aux études réalisées par les biologistes de l’IGDR ont permis de 
valider le système. En ce qui concerne le module visqueux, plus la concentration en protéines 
est élevée, plus le module visqueux va augmenter jusqu’à atteindre un palier, correspondant à 
l’atteinte de l’équilibre du système biologique et d  l’arrêt de sa polymérisation. Ces résultats 
s’expliquent par le changement de conformation de la solution d’étude : aux faibles 
concentrations, le système présente une structure proche du tampon de polymérisation, du fait 
de l’unique présence de peptides libres en solution. Aux plus fortes concentrations, le module 
visqueux est plus important du fait de la polymérisation des peptides en oligomères puis fibres 
matures. Le suivi du module visqueux valide également la pertinence du système pour le suivi 
de la polymérisation de la protéine tau. L’outil validé, la cinétique de polymérisation dela 
protéine tau à 37°C, non publiée jusqu’alors, a pu être établie et comparée à celle obtenue à 
22°C : la température modifie les paramètres viscoélastiques mais ne modifie pas la cinétique 
globale de la polymérisation de la protéine tau. La maladie d’Alzheimer est étroitement liée à 
la détection et à la compréhension des phénomènes de polymérisation de deux protéines : la 
protéine tau et le peptide Aß. La détection du peptide Aß a donc également été réalisée. Les 
résultats obtenus confirment qu’il est possible de discerner différentes concentrations de 
peptides représentatives d’une polymérisation et ce pour le module élastique et pour le 
module visqueux.  
La détection in fine devant être réalisée en milieu complexe, une première étude a été 
faite dans des sérums humain et bovin. Des expériences avec des dépôts de sérums pour des 
concentrations entre 10 % et 100 % en sérum ont été réalisées montrant une sensibilité 
suffisante du capteur pour discriminer les deux milieux et une similitude entre les deux 
sérums : les modules élastiques et les modules visqueux augmentent linéairement avec la 
concentration. Ces résultats sont en accord avec les modèles biologiques car, à des 
concentrations élevées, le sérum est plus riche en protéines et éléments biologiques.  
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La finalité du capteur conçu dans cette étude est la détection simultanée des différentes 
espèces à l’origine de la maladie d’Alzheimer. Afin de quantifier les biomarqueurs de la 
maladie pour fournir une information quant à l’avancement de la pathologie chez les patients, 
le développement d’un système de détections multiples est nécessaire. Après avoir démontré 
dans le chapitre 2 le caractère répétable et reproductible des mesures grâce au capteur 
multiélectrodes développé des tests de détection des protéines d’études ont été menés. Les 
essais de détection réalisés avec le capteur à 3 électrodes pour des solutions protéiques 
d’études démontrent la capacité du capteur à différencier différentes conformations 3D des 
protéines.  
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Les travaux réalisés au cours de cette thèse s’inscrivent dans un projet plus vaste visant à 
la mise au point d’une thérapie des maladies du type conformationnelle dans lesquelles figure 
la maladie d’Alzheimer. L’objectif de cette thèse était de démontrer la faisabilité d’un suivi de 
polymérisation de protéines et le développement d’un système multi-électrodes permettant la 
détection simultanée de plusieurs protéines, biomarqueurs d’une pathologie à des fins 
diagnostiques. 
Si une multitude de techniques expérimentales permettent la détection d’éléments 
biologiques, seuls les résonateurs de type TSM sont capables de déterminer les paramètres 
viscoélastiques de solutions biologiques en cours de polymérisation. 
En adaptant les techniques de microfabrication et en veillant à la qualité des matériaux et 
des différentes étapes de fabrication, l’obtention d’un capteur à ondes acoustiques de volume 
présentant des caractéristiques et propriétés de sensibilité plus élevée par rapport aux capteurs 
commerciaux est rendu possible. Le premier capteur fab iqué a été un capteur mono-
électrode, dont le design de l’électrode a été optimisé, afin d’en tirer les meilleures 
performances. La caractérisation électromécanique du capteur fabriqué a permis de valider les 
procédés de fabrication, et une corrélation, entre la propagation théorique et expérimentale a 
pu être établie. Les campagnes de calibration et de validation démontrent les bonnes 
propriétés du système développé. 
Si la faisabilité de la détection et le suivi des propriétés des protéines ont pu être établies 
avec des capteurs mono-électrode, il est nécessaire de montrer la capacité d’obtenir un 
système multi-électrodes, permettant la détection, in fine, des différents analytes propre à la 
maladie d’Alzheimer. Afin de répondre à cette problématique, un résonateur TSM composé de 
trois électrodes distinctes a été conçu en adaptant les procédés expérimentaux jusqu’alors 
employés dans cette étude. En effet, ce concept de système repose sur la fabrication de trois 
électrodes à épaisseurs variable sur le substrat de quartz. La caractérisation des capteurs 
conçus est passée par l’étude du comportement mécanique du capteur suivant différentes 
conditions expérimentales et également par la détection de solutions tests dont leurs propriétés 
sont connues dans la littérature. Il a été confirmé que la réponse des capteurs présentait des 
valeurs conformes aux valeurs attendues. Une optimisation des épaisseurs des différentes 
électrodes a été menée afin de déterminer les configurat ons optimales pour parvenir à la 
meilleure qualité des capteurs. 
Après la validation du fonctionnement des différents capteurs conçus, des essais 
expérimentaux sur les protéines tau et le peptide Aβ ont permis de démontrer la capacité des 
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systèmes développés à discriminer les différents états conformationnels des protéines. En 
effet, dans le cas de la protéine tau, les propriétés viscoélastiques de solutions, à différentes 
concentrations, ont été extraites. Chacune des solutions étant représentatives d’un état 
conformation de la polymérisation, allant du noyau à la fibre protéique mature, il apparaît 
clairement qu’il est possible de les différencier. 
Cette étude ouvre la voie du développement de résonateur TSM pour des applications de 
détection et de diagnostic de maladies conformationnelles, puisque la polymérisation de 
protéines est un phénomène intervenant dans bon nombre de mécanismes du corps humain. 
En ce qui concerne les maladies conformationnelles, c tte étude apparaît comme le point de 
départ du développement d’outils de diagnostic précoce, de thérapie et de prédiction, 
permettant la détection de la pathologie chez le patient et également déterminer l’état 
d’avancement de la maladie si elle devait être déclar e, et ce en quasi temps réel. 
Cependant des améliorations doivent être apportées aux systèmes multi-électrodes 
développés en vue de leurs utilisations finales. En effet, malgré l’optimisation des épaisseurs 
des électrodes du capteur, des perturbations des signaux durant les essais sont observés, la 
continuité de l’optimisation topologique, en axant les recherches sur le design ainsi que la 
disposition des électrodes à la surface du capteur p t mener à l’amélioration des propriétés 
du système. La finalisation des travaux de modélisation des capteurs mono-électrode et 
également des capteurs multi-électrodes permettrait l  parfaite connaissance des 
comportements électromécaniques des capteurs à ondes acoustiques développés afin d’en tirer 
les meilleures performances. 
De plus, les tests présentés dans ces travaux de rech rche ont été réalisés en milieu 
« simple » composé uniquement des protéines d’études, cependant, in vivo, ces protéines 
évoluent dans le sang ou le liquide céphalo-rachidien qui sont deux milieux complexes. Il 
devient donc nécessaire de rendre sélectif la détection du capteur aux biomarqueurs de la 
maladie d’Alzheimer. L’apport d’un traitement de fonctionnalisation de surface au capteur est 
donc nécessaire. Si l’amélioration de la surface de mouillage a été effectuée par le biais de 
traitement physique par plasma, la sélectivité de la détection peut être mise en place par le 
greffage de structure PEG-thiol à la surface d’or du capteur. Les premières campagnes 
d’essais montrent la possibilité du traitement de surface mis en place à permettre l’accroche 
préférentielle des protéines en condition in vitro. En poursuivant cette étude, la détection des 
protéines dans des milieux complexes, type sérum, et à t rme, dans des échantillons issus de 
patients, sera possible. Des campagnes sont actuellement en cours pour mener à bien cette 
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voie d’amélioration. 
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Annexe A  
A.1 Diagnostic actuel de la pathologie 
Si la maladie d’Alzheimer s’apparente principalement par des troubles de la mémoire, 
d’autres troubles apparaissent au cours de l’évolution de la pathologie, comme par exemple 
les troubles désorientations spatio-temporelles (trouble d’orientation du sujet dans le temps et 
dans l’espace), l’anomie (trouble du langage symbolisé par la difficulté du patient à trouver 
les mots qu’il recherche), l’apraxie gestuelle (incapacité du patient à effectuer un mouvement) 
ou encore la prosopagnosie (trouble de la reconnaissance et de la différenciation des visages 
familiers). Dans certains cas cependant des cas d’apathie (absence d’émotions et de désirs), 
d’agressivité ou encore de délire peuvent apparaître. Tous ces symptômes auront pour 
incidence de nuire à l’autonomie du patient. 
L’association des troubles cognitifs présentés ci-dessus ainsi que les dégénérescences 
neurofibrillaires et les plaques amyloïdes est la piste principale pour l’établissement du 
diagnostic clinique de la maladie d’Alzheimer. Cependant la présence des analytes 
biologiques spécifiques à la pathologie n’est pas un a tomatisme. Ainsi pour le diagnostic de 
la pathologie, la recherche s’articule en deux étapes : la recherche de la présence d’une 
démence chez le patient, puis le recentrage des recherches des troubles apparentés à la 
maladie d’Alzheimer afin de mettre en évidence le développement de la pathologie cible. 
Cependant, aucun outil précis ne permet le diagnostic précoce de la maladie d’Alzheimer de 
façon certaine, et de ce fait l’évaluation reste encore probabiliste. En effet, à l’heure actuelle, 
seules les coupes histologiques post-mortem permettent, avec certitude, de mettre en avant la 
présence des dégénérescences neurofibrillaires et des plaques amyloïdes. 
Différents critères ont été développés pour établir l’état démentiel du patient et identifier 
l’origine de cet état dû à la maladie d’Alzheimer. On trouve ainsi le DSM IV-TR (Diagnostic 
and Statistical Manual of Mental Disorders Revision 4) qui décrit et classe les troubles 
mentaux, et les critères NINCDS-ADRDA (National Institute of Neurological and 
Communication Disorders and Stroke – Alzheimer’s Disease and Related Disorders 
Association). 
A.1.1 Critères DSM-IV-TR 
  Annexe A : page 128 
Les critères DSM-IV-TR ont été mis en place afin de diagnostiquer le caractè e démentiel 
du patient. Six points seront observés pour diagnostiquer au moins la présence d’une 
démence. Le premier point (critère A) s’intéresse aux déficits cognitifs, avec l’apparition de 
ces troubles qui peuvent se traduire par une altération de la mémoire ou l’aphasie, apraxie, 
agnosie. Le deuxième point d’observation (critère B) met en évidence l’altération du 
fonctionnement social et professionnel du patient. Dans un troisième temps, le critère C va 
permettre d’évaluer le caractère progressif et continu du déclin cognitif. Le critère D est mis 
en place pour montrer que les déficits cognitifs ne sont pas dus à d’autres pathologies 
affectant le système nerveux central et qui entrainent des troubles cognitifs progressifs, à des 
affections générales pouvant générer une clémence ou à la prise de substances. De même, le 
critère E permettra de faire la différence entre la maladie d’Alzheimer et les troubles cognitifs 
dus à un délirium, qui est une conséquence neurologique sévère liée à un syndrome de 
sevrage à l’alcool. Enfin, le critère F permettra d’exclure les troubles de type dépressif ou 
schizophrène comme étant à l’origine de la démence. 
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Figure A-1, Critères DSM-IV-TR pour la détermination de l’état démentiel du patient. 
A.1.2 Critères NINCDS-ADRDA 
Les critères NINCDS-ADRDA permettent d’affiner le diagnostic en ciblant la recherche 
des origines des troubles cognitifs sur la maladie d’Alzheimer [110], [111]. A l’issu de ce test, 
une classification va pouvoir être effectuée en jugeant impossible, peu probable, probable ou 
fortement probable la maladie d’Alzheimer comme étant la cause de la démence chez le 
patient. 
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Figure A-2, Critères NINCDS-ADRDA. 
A.2 Evaluation de la maladie : 
A.2.1 Evaluation clinique de la maladie d’Alzheimer 
Dans un premier temps, une évaluation clinique est à réaliser auprès d’un médecin 
généraliste. Le patient, accompagné par un membre de sa famille, ou un proche, afin de 
vérifier la véracité des réponses du patient, devra répondre au mieux aux questions du 
médecin concernant ses antécédents médicaux avec les trait ments éventuels liés, son niveau 
d’éducation et son activité professionnelle. Un histor que des symptômes rappelant des 
troubles cognitifs ainsi que les changements de comportement sur le plan socio-professionnel 
est établi. 
Une fois l’entretien avec le généraliste, une série de test aidant au diagnostic de la 
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pathologie est effectuée par ce dernier en suivant les normes de critères DSM-IV-TR et 
NINCDS-ADRDA :
Le MMSE (M ini Mental State Evaluation), ou test de Folstein [112], est le test l  plus 
répandu pour diagnostiquer la maladie d’Alzheimer. Il a pour rôle d’évaluer les capacités 
d’orientation, d’apprentissage des informations, la capacité de langage, la praxie, la capacité 
d’attention ou encore la capacité mnésique du patient. Le MMSE consiste en une succession 
de 30 questions à réaliser dans un temps imparti, généralement une quinzaine de minutes. 
Suivant les réponses du patient aux questions, un score final, noté sur 30, est obtenu et c’est à 
partir de ce score qu’un jugement de l’état de consie ce du patient peut être effectué. 
Ainsi avec un score inférieur à 24 sur 30, une démence st suspectée chez le patient. Si le 
score final obtenu est supérieur à 28 alors le cas du patient est jugé normal. 
Cependant, afin de ne pas fausser le résultat, les origines socio-culturelles, le niveau 
d’étude ainsi que l’ancienne activité professionnelle du patient sont à prendre en compte. 
• Le test de l’horloge [113][114], qui est une épreuv isuo-graphique dans 
laquelle le patient devra dessiner au mieux une horloge et également indiquer une 
heure précise donnée par l’examinateur. Différents items seront jugés à la fin de 
ce test, comme par exemple l’exactitude du placement d s chiffres dans l’horloge 
(liste complète et dans l’ordre), le placement des aiguilles par rapport à l’heure 
demandé et la structure des aiguilles (tailles différentes des aiguilles, bon 
placement des aiguilles indiquant l’heure et les minutes). 
• Le test des 5 mots de Dubois [115], qui consiste au jugement de la capacité du 
patient à rappeler des mots préalablement acquis. L’avantage de ce test est sa 
facilité et sa rapidité à être mis en place. Il consiste en l’apprentissage par le 
patient d’une liste de 5 mots aléatoire. Pour cela, la liste de mots lui est présentée. 
On lui demandera ensuite de redonner les mots après la lecture des catégories 
sémantiques des mots présentés précédemment. Une fois la liste de mots jugée 
acquise, elle est retournée puis un rappel immédiat est effectué en demandant au 
patient de répéter les mots qu’il vient de lire. Une épreuve attentionnelle 
intercurrente est effectuée pour détourner l’attention du patient, on lui demandera 
donc de réaliser un calcul mental, une organisation sérielle de chiffre ou encore 
un test de l’horloge. Cette étape prendre entre 3 et 5 minutes. Enfin, dès l’épreuve 
attentionnelle intercurrente terminée, il est demandé au patient de redonner la 
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liste des mots acquis, et si cela lui est impossible, les catégories sémantiques des 
mots peuvent lui être redonnées. Le résultat de ce t st est la notation sur dix du 
test, qui résulte de la somme du score du premier rappel immédiat (sur cinq) et du 
score du rappel différé avec l’épreuve attentionnelle intercurrente (sur cinq). 
• Le test de fluence verbale, ou Set-Test d’Isaacs [116], où le patient devra donner 
une succession de dix mots de quatre catégorie différentes (Couleurs, Animaux, 
Fruits et Villes) dans un temps imparti réduit (de l’ordre de quinze secondes par 
catégorie). Le score final est le nombre total de mots qu’il aura pu fournir à l’issu 
du test. En fonction du score final, l’état du patien  peut être déterminé, ainsi, 
avec un score supérieur ou égal à 37, l’état est jugé normal, entre 34 et 37, la 
surveillance du patient est mise en place, entre 30 t 4, un bilan complémentaire 
est programmé, et en dessous de 30 le score est pathologique. 
A.2.2 Evaluation paraclinique de la maladie 
Quand le diagnostic clinique est posé par le praticien, une évaluation paraclinique est 
effectuée. Elle prend en compte un examen par IRM, où une atrophie corticale et une atrophie 
des hippocampes peuvent être mises en avant. Des examens de tomographie à émission 
monophotonique (TEMP) et par émission de positons (TEP) permettront de mettre en avant, 
respectivement, une diminution de l’apport sanguin da s les zones temporales bilatérales et 
un sous-fonctionnement de ces régions cérébrales. 
Une ponction lombaire est également effectuée dans le cadre d’un diagnostic 
paraclinique. Elle aura pour objectif de doser les marqueurs biologiques spécifiques de la 
maladie d’Alzheimer dans le liquide céphalo-rachidien (qui est le fluide qui entoure le 
cerveau et la moelle épinière). 
Enfin des examens biologiques complémentaires sont recommandés. Un dosage de la 
thyréostimuline hypophysaire (TSH), un hémogramme, une calcémie, une glycémie sont ainsi 
réalisés. 
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Annexe B   
B.1 Micro-rhéologie  
B.1.1 Modélisation des fluides viscoélastiques, lien entre contrainte et 
déformation 
A partir de la contrainte σ, de la déformation γ, la description du caractère visqueux et 
élastique d’un matériau est possible et ce à travers d s lois de la mécanique des fluides et de la 
mécanique des solides.  
Il est possible d’exprimer la conservation de la quantité de mouvement d’un fluide à 
partir d’une des équations fondamentales de la dynamique communes aux solides et aux 
fluides. Cependant les matériaux complexes étudiés dan cette étude présentent des structures 
hétérogènes. Il est donc plus convenable d’isoler un élément de volume infinitésimal pour en 
exprimer ses déplacements et ses vitesses en fonction des contraintes associées. La résolution 
de l’équation différentielle établie va permettre dpositionner dans le temps et l’espace 
chaque particule élémentaire du fluide complexe. Cela n  sera possible que si les contraintes 
soumises au milieu sont parfaitement connues. La fin lité de cette résolution, dans le cadre 
d’une perturbation faible du milieu, sera l’établissement de l’équation de propagation de 
l’onde de pression. 
Du point de vue instrumental, l’accès aux valeurs de  contraintes dans le milieu semble 
difficile, seules les contraintes soumises aux frontières du fluide pourront être mesurées et 
quantifiées. Pour remédier à ce problème, l’hypothèse de l’homogénéité et de l’isotropie du 
fluide est mise en place. Les caractéristiques rhéologiques telles que la viscosité et l'élasticité 
se déduisent alors des résultats connus de la théorie des fluides et des solides.  
• Pour un fluide visqueux, le taux de déformation (ou vitesse de déformation) sera 
proportionnel à la contrainte (loi de Newton) ; 
•Et dans le cas d’un solide élastique, la déformation s'exprimera en fonction de la 
contrainte (loi de Hooke). 
La détermination de leurs comportements est une combinaison des deux approches. 
De nombreux outils existent dans la littérature pour caractériser et modéliser le 
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comportement des matériaux viscoélastiques en régime transitoire. Pour réaliser cela, des 
modèles, se basant sur la modélisation au travers de essorts et d’amortisseurs, sont établis. Ils 
auront pour rôle d’établir un lien temporel entre la contrainte et la déformation du matériau. 
Pour ne citer qu’eux, le modèle de Kelvin-Voigt va permettre de modéliser le comportement 
des matériaux viscoélastiques solides et le modèle de Maxwell est utilisé pour la modélisation 
des liquides viscoélastiques. 
 
Figure B-3, Modèle mécanique de Maxwell d'un matériu viscoélastique isotrope, constitué de n branches de 
Maxwell en parallèle. 
Les matériaux étudiés dans cette étude passent par différents états structuraux. En effet, 
ils passent d’une phase liquide (noyaux) à une phase de formation des fibres. Malgré le fait 
que l’on trouve ces matériaux dans un fluide complexe (sang ou liquide céphalo-rachidien), 
ils présentent des structures flexibles. 
En phase liquide, le matériau peut être considéré comme un fluide homogène du point de 
vue comportemental, ce qui implique donc la caractéisation de la capacité de ce fluide à 
s’écouler. Tant que les particules constituant la ph se sol restent petites, le fluide est considéré 
comme newtonien, et sa contrainte sera donc proporti nnelle au taux de cisaillement. Dans le 
cadre d’un régime dynamique linéaire, l’inertie du fluide est le lien entre la contrainte et la 
déformation. 
Lors de la polymérisation, et donc de la transformation structurale du matériau, la 
rigidité du matériau va augmenter. Cela va se décrire par le fait que la viscosité dynamique η 
ne sera plus constante en fonction du taux de cisaillement. Les forces entropiques, qui sont 
perpendiculaires au cisaillement, vont tendre à restaurer la forme initiale de la structure du 
matériau. Dans le cas des matériaux viscoélastiques, où la déformation continue d’évoluer 
alors que la contrainte n’est plus appliquée. 
Dans le cas des petites déformations et des petites contraintes, les effets liés à la rigidité 
G et à la viscosité se superposent. Le lien entre la contrainte et la déformation dans ce type de 
matériaux viscoélastiques isotropes peut être décrit pa  l'équation différentielle (7)  
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Où ( et 45 sont des coefficients constants correspondant respectivement à l’ordre m et n, 
qui n’ont pas de signification physique évidente, mais qui permettent d’expliquer les 
différents temps caractéristiques représentatifs des int ractions multiples dans le matériau.	' 
est la rigidité statique, t le temps et -. et 23& qui sont les tenseurs de contraintes et de 
déformations du second ordre. 
Suivant les travaux de P. Rouse pour les matériaux polymères, le nombre de temps 
caractéristiques significatifs est proche de l’infini car il dépend de l’échelle d’observation 
considérée. Ainsi, pour caractériser le fluide d’étude, il devient plus convenable de considérer 
une distribution continue des temps de relaxation. U  module continu de relaxation des 
contraintes de cisaillement g(t) peut être alors défini par l’équation (8) 
 61  " 	7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'
 (8)  
 Où 	7%7  <: %7 et représente les contributions à la viscosité totale η de tous les 
éléments de Maxwell, dont les temps de relaxation sont compris entre 7 et 7  %7. 
Un lien temporel entre la contrainte et la déformation s’exprime donc sous la forme du 
produit de convolution suivant l’équation (9) 
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La Figure B-4 suivant représente le matériau dans le domaine temporel, et dans lequel 
g(t) est le module de relaxation. 
 
Figure B-4, Représentation schématique du matériau dans le domaine temporel. 
Du fait du caractère causal de cette fonction (le module de relaxation n’étant généré qui 
si une déformation est appliquée au fluide), l’étude du matériau en régime harmonique semble 
plus adéquate. 
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B.1.2 Module complexe de cisaillement 
Lorsque le matériau est soumis à une déformation sinusoïdale de pulsation ω et 
d’amplitude connues, il est possible de réécrire le produit de convolution tel que le montre 
l’équation (10). 
 -=1, ?  ?2=1, ?" 6@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 (10)  
Grâce aux lois de Hooke, le module complexe de cisaillement 	∗? peut être introduit 
par l’équation (11). 
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Le module de conservation 	?, en phase avec la déformation, est associé à la réponse 
élastique du matériau, c’est le module élastique. Le module de perte 	?, étant en 
quadrature avec la déformation, est associé quant à lui au taux de déformation, c’est le 
module visqueux. 
La représentation schématique par une fonction de transfert reliant la contrainte et la 
déformation d’un matériau viscoélastique est rendue possible, et est illustrée à la Figure B-5. 
Cela va donc permettre de modéliser le matériau dans le domaine spectral. 
 
Figure B-5, Représentation schématique du matériau v scoélastique à caractériser dans le domaine spectral en 
fonction du module complexe de cisaillement. 
Dans la modélisation des matériaux viscoélastiques dans le domaine fréquentiel, la 
contrainte et la déformation sont liées par le module complexe de cisaillement G*(ω). 
B.2 Principe de mesure du microrhéomètre 
B.2.1 Instrumentation 
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Le capteur est constitué d’un substrat de quartz de coupe AT (coupe orientée à 35,25° par 
rapport à l’axe optique du cristal) et la technique de mesure du capteur se base sur celle des 
résonateurs à quartz de coupe AT. Le transducteur piézoélectrique, en contact avec le milieu à 
caractériser, permet de générer des ondes de cisaillement qui sont mesurées en réflexion à 
l’aide d’une instrumentation développée au laboratoire.  
Le dépôt du fluide à la surface du capteur va modifier ses propriétés mécaniques et 
électriques. De par les propriétés piézoélectriques du capteur, les variations des paramètres du 
capteur sont disponibles par la mesure en ligne de son impédance complexe au voisinage de 
sa fréquence de résonance. Du fait des forts coefficients de qualité de ce genre de capteur, il 
est préférable de mesurer et suivre l’admittance Ye du capteur lors des essais de mesure des 
paramètres rhéologiques. Cela s’explique par le fait des grandes valeurs de coefficient de 
qualité de ce genre de capteur qui engendre des faibles valeurs d’impédance autour de la 
fréquence de résonance et qui seront dans l’ordre de grandeur du bruit électronique. 
 
Figure B-6, Chaine d’instrumentation du microrhéomètre. 
Le capteur est inséré dans une cellule de mesure et relié à un analyseur de réseau HP 
5061B. Afin de s’affranchir des éventuels effets de température, l’ensemble est inséré dans 
une enceinte thermostatée. Une temporisation est possible entre chaque mesure d’admittance 
ce qui permettra un suivi de ce paramètre en fonction des changements structuraux de la 
solution à caractériser. 
La Figure B-7 ci-dessous illustre des mesures d’admittance lors de la formation d’un gel 
obtenu à partir d’un yaourt. Chaque arc de cercle représente la mesure de l’admittance du 
capteur au voisinage de la fréquence de résonance (de l’ordre de 6 MHz) à des temps définis. 
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Figure B-7, Mesure de l'admittance Ye du capteur lors de la formation d'un yaourt à partir de lait acidifié. 
Il est possible d’observer une atténuation de la courbe finale (à t = 30 ks) par rapport à la 
courbe initiale (à t = 200 s). Cette atténuation est la réponse de la formation du yaourt (ou gel) 
à partir de l’état initial sous forme de lait acidifié. 
L’impédance mécanique équivalente à la surface du quartz dépend principalement des 
interactions mécaniques entre le capteur et le matériau. 
B.2.2 Modélisation des interactions entre le capteur et le matériau 
La modélisation du quartz chargé par le matériau est largement développée dans la 
littérature. Il est possible ainsi de représenter le transducteur autour de sa fréquence de 
résonance comme étant une ligne de transmission mécanique ou par un circuit électrique 
équivalent. Cependant la nature des matériaux à tester définit la validité des équivalences des 
modèles. La détection des protéines à l’origine de la maladie d’Alzheimer est possible, 
cependant il faut faire face à deux problématiques : 
• L’effet d’inertie qui dépend de l’état surfacique ds électrodes du quartz et des 
propriétés viscoélastiques de la solution à caractériser. 
• Les propriétés électriques du matériau au cours de leur formation sont 
susceptibles d'évoluer et de modifier les conditions de propagation de l'onde 
mécanique dans le capteur, affectant de manière significative sa sensibilité. 
Le modèle utilisé dans cette étude tient compte de ces effets afin d'extraire le plus 
précisément possible l'évolution des propriétés viscoélastiques du matériau en contact. 
B.2.2.1 Modélisation du quartz 
Afin d’avoir accès aux paramètres viscoélastiques de la solution à tester, il est nécessaire 
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de modéliser le quartz par un circuit électrique où le quartz, les électrodes, ainsi que la 
solution test (ou charge) sont représentés. Le modèle du quartz ainsi obtenu est présenté à la 
Figure B-8. Il est défini par une branche statique décrivant le comportement purement 
électrique du quartz, et une branche dynamique décrivant le comportement électromécanique 
du quartz.  
La branche statique peut être représentée par une impédance Z0. Cette impédance 
regroupe deux effets. L’effet capacitif, C0, lié aux courants de déplacement effectifs dans le 
substrat, et l’effet de pertes diélectriques, R0, correspondant aux courants de conduction fictifs 
dans le substrat. 
La branche dynamique, quant à elle, est définie par l’impédance Zmeff. L’effet de la 
charge sur le quartz rajoute une impédance en série dans la branche dynamique Zcharge. C’est à 
partir de cette impédance que seront extraits les paramètres viscoélastiques de la solution à 
tester.  
 
Figure B-8, Modélisation électrique du résonateur TSM utilisé dans l'étude. 
B.2.2.2 Effet d’inertie 
L’effet d’inertie peut s’expliquer à partir de la démonstration de Sauerbrey sur les 
microbalances à cristal de quartz chargées par un film mince rigide. Dans ces conditions, on 
peut considérer que le mouvement de la couche mince va rester synchrone avec le mouvement 
du transducteur et avec la même amplitude. Ainsi l’impédance mécanique du quartz, aussi 
appelée effet de masse par analogie aux microbalances à quartz, ne dépendra que de la masse 
volumique du film ρfilm de de l’épaisseur hfilm de celui-ci et pourra donc s’exprimer par 
l’équation (12) 
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Ces effets inertiels sont également observés dans le cas des fluides. Cependant il existe 
deux zones différentes du liquide pour lesquelles la réponse à une sollicitation sinusoïdale due 
à la propagation de l’onde est différente. La première zone aura un comportement similaire à 
celui d’un film rigide d’épaisseur heff, où le fluide est piégé dans les aspérités de la surf ce de 
l’électrode. Ici, le fluide se déplacera ainsi de manière synchrone et avec la même amplitude 
par rapport à l’électrode. La seconde zone répond aux lois de propagation des ondes dans les 
fluides. 
 
Figure B-9, Effet d'inertie liée aux aspérités dans le cas des fluides. 
La différenciation, entre ces deux zones, n’est cependant pas évidente à établir, et il est 
plus convenable d’estimer l’épaisseur de délimitation comme étant heff. A l’échelle 
macroscopique, cette épaisseur est liée au rapport entre le volume total du fluide piégé dans le 
relief de l’électrode et de l’aire de l’électrode immergé. A l’échelle de la particule, l’épaisseur 
effective va dépendre des liaisons entre les particules du fluide qui impliquent un déplacement 
homogène identique à celui de l’électrode. 
B.2.2.3 Effets des propriétés viscoélastiques du fluide sur l’impédance du 
quartz 
Lors du dépôt d’un fluide viscoélastique à la surface de l’électrode du transducteur, le 
cisaillement du capteur va imposer une onde ultrasonore au fluide. Dans le cas où seuls les 
effets liés à la propagation de l’onde ultrasonore sont considérés, l’impédance électrique est 
définie comme étant l’impédance caractéristique du matériau, telle que le montre l’équation 
(13) 
 B 	F	∗? (13)  
Où  est la masse volumique du matériau déposé sur le transducteur. Si on introduit 
les modules visqueux et élastique, l’équation devient donc : 
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Si l’on considère un fluide purement newtonien, 	′? est nul et 	′′?ne dépend que 
de la viscosité dynamique η et de la fréquence d’excitation. Les parties réelle t imaginaire de 
l’impédance électrique seront égales. Si le liquide à caractériser est faiblement visqueux, les 
faibles variations de la fréquence (inférieures à 1% autour de la fréquence de résonance), 
impliquent que l'impédance mécanique dépend essentiell ment deFJ conformément aux 
résultats observés dans la littérature. Ainsi, l’impédance de charge totale Zload pourra 
s’exprimer par l’équation (15) : 
 &KL  	G|	∗?|  	′?I2   G|	∗?|  	′?I2  ?ℎCDD (15)  
B.2.3 De la mesure de l’impédance du quartz aux paramètres 
viscoélastiques 
A partir de la mesure de l’impédance complexe du capteur à vide et chargé par une 
solution newtonienne, il est possible d’identifier les éléments constitutifs du modèle 
électrique exposé précédemment et de déterminer l’impédance complexe Zload qui permettra 
d’extraire les paramètres viscoélastiques du matériau à tester. 
Le dépôt d’un liquide purement newtonien, avant toue mesure, permettra de calibrer le 
système à chaque expérimentation, de vérifier le foncti nnement correct du capteur, tout en 
extrayant les effets inertiels. Ainsi le suivi des propriétés viscoélastiques du matériau à 
caractériser est rendu possible avec le contrôle des parties réelles Rload et parties imaginaires 
Xload, qui composent les valeurs d’impédance électrique lié s strictement aux effets 
viscoélastiques. 
Dans l’exemple montré ci-dessous, le lait acidifié en début de manipulation peut être 
considéré comme un liquide newtonien. Le suivi des paramètres Rload et Xload va permettre de 
suivre l’évolution de la structure du lait au cours de sa transformation en yaourt. 
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Figure B-10, Suivi des paramètres Rload et Xload à 6MHz pour un lait lors de la formation de yaourt à [GDL] = 
26g.L-1, avec [GDL] la concentration molaire en glucono-δ-lactone. 
Il est nécessaire de noter la superposition des paramèt es complexes jusqu’à t = 3 ks, qui 
est le temps caractéristique de gélification. Après t = 3 ks, le lait va commencer à changer de 
structure conformationnelle, visualisée par la séparation des signaux R et X. 
Le suivi des paramètres élastique G’ et visqueux G’’ va être possible à partir de la 
variation des paramètres Rload et Xload déterminés plus haut. Ainsi les courbes ci-dessous 
illustrent cette extraction et la visualisation de la variation des modules élastiques et visqueux 
du matériau à caractériser. 
 
Figure B-11, Suivi des paramètres viscoélastiques G' (module élastique) et G'' (module visqueux) lors de la 
formation d'un yaourt à partir d'un lait acidifié à 6MHz. 
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Annexe C  
C.1 Origine des dégénérescences neurofibrillaire 
La protéine tau et plus particulièrement la présence de dégénérescences neurofibrillaires, 
qui sont issus de la dégradation de la protéine tau, sont le deuxième type de lésion 
caractéristique. Cependant, l’association de la protéine tau en tissus insoluble n’est pas 
caractéristique uniquement de la maladie d’Alzheimer, mais d’un ensemble de pathologie 
regroupé sous le nom de tauopathie. C’est l’associati n entre des tissus amyloïde et une 
dégénérescence neurofibrillaire qui est spécifique et est synonyme de maladie d’Alzheimer. 
C.1.1 Structure de la protéine tau 
La protéine tau appartient à la famille des MAP, pour Microtubule-Associated Proteins, 
La protéine tau joue un rôle important dans le bon fonctionnement des neurones, en effet, elle 
assure la rigidité des axones à travers les microtubules qui sont des structures longilignes. Les 
microtubules sont des filaments servant au transport des matériaux construits à l’intérieur du 
neurone vers les terminaisons nerveuses, ainsi qu’au transport de l’information [117]. Elles 
ont également pour rôle d’organiser l’espace neuronal. Les travaux de Cleveland, ont permis 
en 1977, de montrer que la présence de la protéine au favorisait la polymérisation des 
microtubules et que c’est un des facteurs stabilisant. On retrouve deux types de protéines tau 
dans l’organisme, les 3R et 4R, qui sont caractérisées par le nombre de point d’ancrage entre 
la protéine et les microtubules. 
 
Figure C-12. Représentation des microtubules fixés par les protéines tau 3R (à gauche) et 4R (à droite). 
Si le détachement régulier de la protéine tau des microtubules, ainsi que leur dégradation 
dans l’organisme n’est pas pathogène, l’accumulation dans le corps neuronal des résidus 
  Annexe C : page 145 
provoque les dégénérescences neurofibrillaires. Il en résulte la mort du neurone. 
C.1.2 Agrégation de la protéine tau 
C.1.2.1 Formation des fibres 
L’agrégation de la protéine tau est associée à de nombreux troubles neurologiques, 
cependant elle n’est pas uniquement synonyme de la mal die d’Alzheimer, en effet, une 
trentaine de pathologie sont le résultat de la dégén rescence de la protéine tau. Ces 
pathologies sont regroupées sous le terme de « tauopathies ». 
 
 
Figure C-13, Listes des principales tauopathies.[118] 
 
Certains facteurs ont pour conséquences de désolidariser la protéine tau des microtubules 
et de modifier la structure des protéines. L’incidenc  direct de cette séparation est la présence 
de fragment protéique qui s’agrègeront entre eux sous forme de tissus insolubles 
neurofibrillaires, également appelés NFT pour « NeuroFibrillary Tangles ». 
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Figure C-14, Génération des dégénérescences neuro-fibrillaires avec la dégradation des protéines tau. 
 
Figure C-15, Production des NFT à partir des fragments de protéines tau hyperphosphorylés. 
 
Les protéines libres formeront des paires de filaments en hélice (ou Paired Helical 
Filaments, PHF) qui sont composées de 2 filaments protéiques de longueur variable, avec un 
pas de 80 nm et un diamètre variant entre 8 et 20 nm. Cette structure se retrouve dans les 
NFT. 
C.1.2.2 Facteurs d’agrégation 
Différents facteurs sont amenés à modifier la protéine tau comme 
l’hyperphosphorylation de la protéine tau ou l’action de kinases spécifiques lors de la 
polymérisation de la protéine. 
La phosphorylation est la principale modification post-traductionnelle de la protéine tau. 
Actuellement, il est reconnu que de nombreux sites dans la séquence protéique de la protéine 
tau peuvent être phosphorylés, et que cette opération aura pour rôle de stabiliser les 
microtubules. Cependant une phosphorylation anormale ou une hyperphosphorylation 
peuvent avoir de toutes autres conséquences. En effet, cela peut remettre en cause l’affinité 
Tau
Neurone sain
Dégénérescences neuro-fibrillaires
Neurofibrillary tangles NFT
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entre les protéines tau et les microtubules, et donc permettre le relargage de protéine dans le 
milieu complexe et ce en grande quantité. La finalité de ce relargage sera l’augmentation de la 
probabilité d’agrégation de ses fragments libres pour la formation de tissus insolubles. La 
distinction entre la phosphorylation anormale et l’hyperphosphorylation réside dans l’origine 
du site de phosphorylation dans la protéine. Dans le cadre d’une phosphorylation anormale, 
des sites, normalement non phosphorylants, le seront, alors que dans le cadre d’une 
hyperphosphorylation, le pourcentage de phosphorylation sera anormalement élevé par 
rapport à un cerveau humain normal. 
Les kinases et les phosphatases, qui sont deux enzym s jouent un rôle dans la 
phosphorylation de la protéine tau. Les kinases vont phosphoryler la protéine, avec que les 
phosphatases auront pour rôle de déphosphoralyser la protéine tau. Les principales kinases 
dans la régulation de la phosphorylation de la protéine tau sont la protéine kinase de Tau 1 
(TPK1) et la Tau protéine kinase 2. 
 
C.2 Références bibliographiques 
 [117] M. D. Weingarten, A. H. Lockwood, S. Y. Hwo, and M. W. Kirschner, “A protein 
factor essential for microtubule assembly.,” Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A., vol. 72, no. 
5, pp. 1858–62, 1975. 
[118] D. R. Williams, “Tauopathies: Classification a d clinical update on neurodegenerative 
diseases associated with microtubule-associated protein tau,” Intern. Med. J., vol. 36, 
no. 10, pp. 652–660, 2006. 
 

  Annexe D : page 149 
Annexe D  
D.1 Procédé de fabrication 
Pour la fabrication des TSM, les techniques usuelles de microfabrication en salle blanche 
ont été utilisées. Ainsi dans cette première partie, il sera détaillé l’environnement de travail 
ainsi que les techniques de fabrication utilisée pour la réalisation des capteurs servant à 
l’optimisation. 
D.1.1 Environnement de travail 
Afin de fabriquer des capteurs possédant les meilleures caractéristiques, tant au niveau 
structure qu’au niveau de leurs réponses électriques, ils ont été fabriqués dans une salle 
blanche de classe 1000, qui est un environnement sain et propre de toute impuretés. La classe 
de la salle blanche assure un nombre maximum de particules volatiles en fonction de leur 
diamètre. La Figure D-16 détaille la classification des salles blanches suivant leur niveau de 
concentration particulaire. 
 
Figure D-16, classification particulaire de l'air en salle blanche suivant la norme ISO 14644-1. 
D.1.2 Fabrication 
D.1.2.1 Nettoyage des substrats 
La première étape de la fabrication des capteurs est le nettoyage des substrats de quartz. 
Il se compose de trois étapes : 
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- Nettoyage par ultrasons 
- Nettoyage par solvants 
- Nettoyage par plasma 
Au cours de cette première étape, les quartz sont disposés dans un support, et immergés 
dans une solution d’Hellmanex diluée à 2 % dans de l’eau. Cet ensemble est ensuite passé aux 
ultrasons pendant 1 h à 60°C. L’Hellmanex étant un composé alcalin, il sera activé après 
mélange à l’eau, et d’autant plus sous l’action des ultrasons. 
La deuxième étape sert à éliminer tous les résidus grai seux et organiques aux surfaces 
du quartz. Pour cela, différents bains sont successivement effectués. Dans un premier temps, 
les quartz sont immergés dans un bain de méthanol, puis dans un bain d’éthanol et enfin dans 
un bain d’isopropanol. Une fois le dernier rinçage effectué, un séchage à l’aide d’un gaz 
neutre est réalisé pour éviter la formation de traces en surface. 
La dernière étape du nettoyage est la réalisation d’u  plasma oxygène sur la surface des 
quartz pour modifier l’énergie d’activation du substrat avant l’étape de dépôt.  
 
D.1.2.2 Métallisation des plaques 
Les électrodes constituant le capteur sont composées d’une bicouche métallique avec une 
couche de titane et une couche d’or. Elles sont d’une épaisseur respective de 30 et 200 nm. 
L’or n’adhérent pas au verre, une pré-couche de titane est déposée sur le quartz. Lors de cette 
étape, des dépôts successifs de métaux à la surface des plaques nettoyées vont être réalisés en 
vue de la création des électrodes. Différentes techniques ont été abordées au cours de cette 
phase, avec l’évaporation par effet Joule, et la puvérisation cathodique : 
L’évaporation par effet Joule, consiste à faire évaporer un lingot de métal préalablement 
disposé dans une nacelle en tungstène par le passage d’un courant de forte intensité. Pour 
rendre possible l’évaporation, le système est placé dans une étuve sous vide. La mise sous 
vide de l’étuve aura pour rôle d’augmenter le libre parcours moyen des atomes de métal. 
Ainsi, la pression doit être assez basse pour que ce libre parcours moyen soit égal à la distance 
séparant la nacelle et le porte substrat. 
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Figure D-17, A gauche, bâti d'évaporation par effet Joule, à droite, vue intérieur du bâti d’évaporation. 
L’épaisseur de métal déposé est contrôlée par une microbalance à quartz en mesurant la 
déviation de la fréquence de résonance de l’oscillateur à quartz. L’épaisseur consigne est 
saisie dans le boitier de contrôle du bâti d’évaporation, et une fois cette valeur atteinte, la 
source de courant est arrêtée, coupant ainsi le dépôt de métal sur le substrat. Etant donné le 
niveau de vide dans l’étuve, une contamination de cette dernière est limitée. Cependant des 
contaminations dans le dépôt peuvent apparaitre à partir de la nacelle. De plus l’impossibilité 
d’évaporer des métaux à hautes températures de fusion, l’impossibilité de déposer des 
alliages, et la limitation dans l’épaisseur finale de la couche déposée constituent les 
inconvénients majeurs de cette technique. 
 
Le principe de fonctionnement de la pulvérisation cathodique repose sur la création d’un 
plasma d’argon entre une cible du matériau à déposer et le porte échantillon. Les ions du 
plasma viennent bombarder la cible de matière négativement polarisée, ce qui aura pour 
incidence d’arracher des atomes de cette dernière. Les atomes, ainsi arrachés, seront déposés 
sur le porte échantillon où la matière sera condensée, rendant le dépôt définitif. 
 
Figure D-18, à gauche, vue d’ensemble du bâti de pulvérisation cathodique, à droite, dépôt de métal à partir du 
bombardement d’une cible métallique par plasma. 
Cette technique de dépôt comporte plusieurs avantages comme la possibilité de 
pulvériser des matériaux à hautes températures de fusion, des alliages ou encore des 
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matériaux isolants. Il est possible de déposer de plus grandes épaisseurs de couche. Malgré 
tout, le contrôle de la croissance des couches est rendu difficile et des dégradations de 
substrats peuvent apparaître. Ainsi pour le contrôle de l’épaisseur, des abaques sont établis, et 
permettent d’estimer en fonction du temps de dépôt, l’épaisseur de ce dernier. 
 
Figure D-19, Abaques donnant l'épaisseur de titane et d’or déposé en fonction du temps de dépôt. 
La solution de métallisation choisie dans cette étude est la pulvérisation cathodique. 
Ainsi un premier dépôt de 30 nm de titane a été réalisé sur la surface du quartz, puis la 
couche de 200 nm d’or est déposée sur le titane. Entre les deux dépôts de métaux, le vide est 
maintenu dans l’enceinte, ceci pour éviter l’oxydation de la couche de titane, qui causerait une 
mauvaise cohésion entre les couches métalliques. 
 
Figure D-20, Substrat de quartz (en bleu) métallisé d’une couche de Ti de 30 nm d’épaisseur (en gris), et d’une 
couche d’or de 200 nm d’épaisseur (en jaune). 
D.1.2.3 Photolithographie 
La phase de photolithographie a pour objectif de créer, sur une couche de résine 
photosensible, préalablement déposée sur le wafer métallisé, un motif défini. Pour se faire, la 
résine est insolée à travers un masque puis subi un ain chimique afin de révéler le motif 
désiré sur le wafer. Il existe deux familles de résine  photosensibles, les résines négatives, et 
les résines positives. La différence entre ces deux résines réside dans le comportement 
qu’elles auront lors de l’insolation et du développement. Ainsi, pour une résine positive, la 
partie insolée va disparaître lors du développement, inversement, la résine de type négatif 
insolée va rester à la surface du substrat. 
La première étape du procédé de photolithographie est la création d’une couche 
homogène de résine photosensible à la surface du quartz. Pour créer cette couche, la technique 
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du spin coating est utilisée. Elle consiste au dépôt de résine au centre du wafer et à la mise en 
rotation de ce dernier, sous l’effet de cette rotati n, la résine va enduire de façon homogène la 
surface du quartz. L’épaisseur du film de résine dépend de la nature de la résine (et plus 
particulièrement de sa viscosité), mais également d la vitesse de rotation. Afin de créer la 
couche de résine de 2 µm d’épaisseur, le système sera mis en rotation à 4000 tr.min-1, pendant 
30 s. Une fois la résine déposée sur le substrat, il est placé pendant 1 min sur une plaque 
chauffante à 110°C pour réaliser une étape de cuisson. 
Le substrat est ensuite placé dans une bâti d’insolation, en vue de structurer et de 
déporter le motif de l’électrode sur la résine. Cette étape est réalisée par photolithographie 
UV. Cette technique consiste à insoler la résine à travers un masque par un rayonnement UV. 
La durée du procédé d’insolation dépend de l’épaisseur. Pour une épaisseur de résine de 2 µm, 
l’insolation dure 7.5 s. 
Une fois la résine insolée, elle est révélée grâce à un développeur qui va permettre 
d’enlever la partie insolée dans le cas de la résine positive et la partie non insolée dans le cas 
de la résine négative. La différence fondamentale entre ces deux types de résines, est la 
réaction qu’elles auront lors de l’insolation. Dans le cas de la résine positive, l’insolation aura 
pour incidence de solubiliser la résine, quant à larésine négative, l’insolation va induire la 
polymérisation de la résine. La nature du développeur utilisé pour révéler le motif insolé va 
également dépendre de la résine utilisée lors du processus. 
 
Figure D-21, Principe de la photolithographie. 
D.1.2.4 Gravure des couches métalliques 
La gravure des couches métalliques permet de supprimer les zones métalliques qui ne 
sont plus protégées par la résine. Deux grandes clas es de gravure peuvent être employées 
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pour la réalisation de cette gravure : la gravure chimique et la gravure physique. 
Les gravures humides consistent à l’immersion des substrats métallisés dans des bains 
chimiques qui attaqueront spécifiquement les métaux non protégés. La gravure humide peut 
être isotrope, avec la gravure uniforme dans toutes les directions, mais peut être également 
anisotrope où la gravure humide va se faire dans une direction définie. 
 
Figure D-22, Effet de la gravure humide. 
Les gravures sèches sont la résultante de phénomènes physico-chimique dus à 
l’exposition de plasma sur la surface des substrats. En effet, ces gravures peuvent être de 
l’ordre physique avec l’arrachement d’atomes suite au bombardement de la surface d’un 
substrat par un plasma, ou de l’ordre chimique où les ions à l’origine du plasma vont réagir 
avec la surface. Les gravures sèches sont réalisées dans des bâti de RIE (pour Reactive Ion 
Etching, ou Gravure à Ions Réactifs), où un plasma est généré sous l’effet de radiofréquence. 
Comme pour la gravure humide, la gravure sèche peut être anisotropique ou isotropique. 
 
Figure D-23, Effets de la gravure sèche. 
Afin de graver la couche d’or et la couche de titane, l’utilisation de bain chimique a été 
Anisotropique cristallin Isotropique
Amorce de gravure
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préconisé. Ainsi, l’or a été gravé par un bain de KI/I2 et le titane par une solution de TFT HF. 
Une fois les gravures effectuées, un bain dans un solvant spécifique est effectué pour 
supprimer la couche de résine restée sur la surface du substrat. Un rinçage final, couplé d’un 
séchage à l’azote finalisera la fabrication de l’électrode. 
 
Figure D-24, Gravure des couches métalliques et nettoyage de surface. 
D.1.2.5 Création de la face antérieure 
Une fois la première face réalisée, le travail de fabrication consiste à la réalisation de la 
seconde face, qui comprend l’électrode située sur l’a tre face du substrat ainsi que le retour de 
piste sur la tranche du substrat. Cependant, une étap  intermédiaire d’enduction est nécessaire 
pour la protection de la première face réalisée. L’objectif de cette enduction est d’éviter 
l’altération de l’électrode fabriquée précédemment lors des phases de fabrication de la 
seconde électrode. Pour cela, une couche de 2 µm de résin  est déposée par spin coating, qui 
est ensuite cuite pendant 1min à 110°C. A l’issue de cette étape, la présence de résidus de 
résine sur la face arrière et sur la tranche du substrat peut être observée. Un nettoyage au 
solvant est donc nécessaire et est effectué en veillant à la conservation de l’intégrité de la 
couche de résine déposée. Le substrat est ensuite métallisé par pulvérisation cathodique, avec 
la création d’une couche de titane de 30nm d’épaisseur, et une couche de 200 nm d’or. Une 
mise en rotation du porte échantillon est effectuée afin de métalliser la tranche du substrat. A 
terme, la métallisation de la tranche du substrat permettra la création du retour de piste entre 
les deux faces du substrat, et autorisera la prise de contact sur la même face. 
Le substrat est ensuite enduit de résine photosensibl  et cuit sur une plaque chauffante, 
puis est exposé à un rayonnement UV afin d’insoler la ésine en fonction du design de 
l’électrode. La résine insolée est ensuite développée, afin de révéler le motif, permettant ainsi 
la gravure des couches d’or et de titane. Une fois le processus de gravure terminé, la surface 
est nettoyée par un solvant. La Figure D-25 illustre le protocole expérimental pour la 
fabrication de la seconde électrode. 
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Figure D-25, En haut, protocole de fabrication de l'électrode antérieure, et du retour de piste. En bas, capteur 
final obtenu. 
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Contributions et faits marquants 
- Optimisation du procédé de microfabrication. 
- Développement d’un capteur à ondes acoustiques multiélectrodes. 
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- Mise en place d’un banc expérimental de mesure des angles de contact et des tensions de 
surface. 
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Titre :  Développement d’un capteur à ondes acoustiques pour le s ivi rhéologique de la polymérisation de 
protéines. Application à la maladie d’Alzheimer. 
Résumé : La mise au point de nouveaux systèmes 
biocompatibles de suivi des phénomènes de 
polymérisation de protéines est un enjeu majeur poula 
compréhension des mécanismes moléculaires en vue 
d’une détection et d’un traitement précoce des 
pathologies dites conformationnelles telles que la 
maladie d’Alzheimer ou les maladies à prions. Dans ces 
pathologies, des protéines ou des fragments de cells-ci 
perdent leur structure, puis s’assemblent en fibres 
ordonnées au sein d’agrégats. Les mécanismes 
moléculaires du changement de conformation d'une 
protéine et sa polymérisation en fibres amyloïdes sont 
encore largement inconnus. La compréhension de ces 
mécanismes et le diagnostic sont étroitement liés à la 
disponibilité d’un concept analytique performant pour le 
suivi ex vivo de ces phénomènes.  
Pour répondre à cette problématique, un microsystème a 
été mis au point pour la détection et le suivi de 
polymérisation de la protéine tau et du peptide Aß,
principaux biomarqueurs de la maladie d’Alzheimer.  
Le microcapteur est basé sur la propagation d’ondes 
acoustiques hautes fréquences qui permettent d’extraire 
les propriétés rhéologiques du milieu cible. 
En mesurant l’impédance complexe du biocapteur, un 
traitement du signal dédié permet l’extraction des 
p ramètres viscoélastiques (module élastique et module 
visqueux). 
L’étude et le développement de ce microsystème 
impliquent un savoir-faire pluridisciplinaire en 
instrumentation : élaboration et conception et 
modélisation de biocapteurs, conditionnement des signaux 
et résolution des problèmes inverses associés. 
Tout d’abord, le capteur a été optimisé pour améliorer sa 
sensibilité et permettre le suivi de polymérisation. Un 
travail sur la faisabilité du système a montré la possibilité 
de discriminer des solutions de protéines de différentes 
concentrations. La finalité du système de détection éta t la 
étection simultanée des différents biomarqueurs à 
l’origine de la maladie d’Alzheimer, un capteur multi-
électrodes permettant la détection de ces différents 
analytes a été développé. 
Mots clés : Microcapteurs, Paramètres viscoélastiques, Ondes acoustiques, Polymérisation de protéines, 
Quartz, TSM. 
Title :  Development of an acoustic waves sensor for rheological monitoring of proteins polymerization. 
Application to Alzheimer's disease. 
Keywords : Microsensors, Viscoelastic parameters, Acoustics waves, Proteins polymerization, Quartz, TSM. 
Abstract : The development of new biocompatible 
systems for monitoring protein polymerization processes 
is a key issue for understanding the molecular 
mechanisms of detection and for early treatment of so-
called conformational diseases such as Alzheimer's 
disease or prion diseases. In these pathologies, proteins 
or fragments lose their structure and then assemble 
themselves into ordered fibers within aggregates. The
molecular mechanisms of the conformational changes of 
a protein and its polymerization into amyloid fibers are 
still largely unknown. Understanding these mechanisms 
and diagnosis are closely related to the availability of an 
efficient analytical concept for the ex vivo monitoring of 
these phenomena. 
To address this problem, a microsystem has been 
developed for the detection and monitoring of 
polymerization of tau and Aß peptide, the main 
biomarkers of Alzheimer's disease. The microsensor is 
based on the propagation of acoustic high frequency 
waves that extract the rheological properties of the target 
environment. 
By measuring complex impedance of the biosensor, a 
dedicated signal processing allows the extraction of 
viscoelastic parameters (viscosity and elasticity). The 
study and development of this microsystem involve 
multidisciplinary expertise in instrumentation: 
development and design and modeling of biosensors, 
signal conditioning and solving associated inverse 
problems. 
First, the sensor has been optimized to improve its 
sensitivity and allow tracking of polymerization. Work 
on the feasibility of the system showed the ability to 
discriminate protein solutions of different 
concentrations. Since the purpose of the detection 
system is the simultaneous detection of different 
biomarkers responsible for Alzheimer's disease, a multi-
electrode sensor for the detection of these different 
analytes has been developed. The optimization of the 
sensor, the microfabrication processes and chemical 
surface treatments are also developed in this work. 
 
 
